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Over the past 30 years, industrial technology from plant cells was ineffective. This is partly explained 
by the fact that the conditions o f growth of these cells are not optimal. To détermine the optimal 
culture conditions, it is necessary to model the growth kinetics. However, the existing models are not 
developed to  adequately explain the complexity of cell growth. In addition, multivariate analysis is 
needed to understand this complexity.
The first objective of this work is to develop a platform with a high analytical capability to follow 
multiple cell cultures. This platform is composed of 9 minibioreactors incorporated into a pipetting 
robot Freedom Evo © (TECAN). In addition to aseptically and automatic cell cultures, this robot cans 
replicate 7 growth variables analysis: total sugar, glucose, phosphate, nitrate, ammonium, biomass 
and cell count. The selected analytical methods are simple, rapid, inexpensive and require low 
sample volume. For each sample, only 400 pl are required for the analysis o f seven variables in 
duplicate. For nine cultures, this gives a total of 126 analyzes. In addition, the sequence analysis only 
takes an hour to perform. This platform will test and monitor différent culture conditions in a short 
time, with little equipment and labor. This will get more followed culture used to develop a kinetic 
model of cell growth quickly.
The development of a growth model corresponds to the second objective of this work. The model is 
segregated type and unstructured. Rather than being based on a constant yield (substrate/biomass), 
this model uses the stoichiometric ratios from mass balances to estimate nutrient consumption and 
product biosynthesis. The selected test platform cell model is a line of cells Eschscholtzia californica 
(California poppy) was dedifferentiated and suspended. This plant produces sanguinarine, an alkaloid 
promising for the treatment of soveral cancers. This model showed that the optimal concentrations 
of absorption of the différent substrates are higher than 19 mM glucose and nitrate, 1.9 mM 
phosphate and 8 mM ammonium. These values represent the optimal concentrations for which it 
obtains more than 95% of the maximum speed (p max) reactions entered nutrients into the cell.
Résumé
Mots clés : Eschscholtzia californica, minibioréacteurs, haute capacité analytique, modèle cinétique, 
croissance cellulaire, concentrations optimales, intracellulaire.
Au cours des 30 dernières années, l'implantation industrielle des technologies de culture végétale 
s'est avérée inefficace. Cela s'explique en partie par le fait que les conditions de croissance de ces 
cellules ne sont pas optimales. Afin de déterminer les conditions optimales de culture, il faut d'abord 
modéliser la cinétique de croissance. Mais les modèles déjà existants ne sont cependant pas au point 
pour expliquer adéquatement toute la complexité de la croissance cellulaire. De plus, l'analyse de 
plusieurs variables est nécessaire pour bien comprendre cette complexité.
Le premier objectif de cette maîtrise consiste à développer une plateforme à haute capacité 
analytique permettant d'effectuer le suivi de plusieurs cultures cellulaires. Cette plateforme est 
composée de 9 minibioréacteurs incorporés dans un robot pipetteur Freedom Evo ® (TECAN). En plus 
de prélever de façon aseptique et automatique les cultures cellulaires, ce robot permet l'analyse en 
duplicata de 7 variables de croissance : le sucre total, le glucose, le phosphate, le nitrate, 
l'ammonium, la biomasse et le compte cellulaire. Les méthodes d'analyse sélectionnées sont simples, 
rapides, peu dispendieuses et nécessitent un faible volume d'échantillonnage. Pour chaque 
échantillon, seulement 400 pL sont nécessaires pour effectuer l'analyse des 7 variables en duplicata. 
Pour 9 cultures, cela donne un total de 126 analyses. De plus, la séquence d'analyse ne prend qu'une 
heure à effectuer. Cette plateforme permet de tester et suivre différentes conditions de cultures en 
peu de temps, avec peu de matériel et main d'œuvre. Cela a permis d'obtenir rapidement plusieurs 
suivis de culture qui ont servi à élaborer un modèle cinétique de croissance cellulaire.
L'élaboration d'un modèle de croissance correspond au second objectif de cette maîtrise. Le modèle 
développé est de type ségrégué et non structuré. Plutôt que d'être basés sur des rendements 
constants (nutriment/biomasse), ce modèle utilise les ratios stœchiométriques des bilans de masse 
pour estimer la consommation de nutriments et la biosynthèse de produits. Ceci permet d'estimer 
l’effet de la concentration intracellulaire des différents substrats sur la cinétique de croissance. Le 
modèle cellulaire sélectionné pour tester la plateforme est une lignée de cellules d'Eschscholtzia 
californica (Pavot de la Californie) qui a été dédifférenciée et mise en suspension. Cet organisme à la 
capacité de produire la sanguinarine, un alcaloïde prometteur pour le traitement de plusieurs 
cancers. Ce modèle a démontré que les concentrations optimales d'absorption des différents 
substrats sont supérieures à 19 mM pour le glucose et le nitrate, à 1,9 mM pour le phosphate et à 8 
mM pour l'ammonium. Ces valeurs optimales représentent les concentrations pour lesquelles on 
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1 Introduction
Depuis la nuit des temps, l'homme utilise des extraits de plantes pour traiter différentes maladies. Ce 
sont la plupart du temps des métabolites secondaires qui procurent à la plante ses vertus curatives 
ou thérapeutiques. Plusieurs de ceux-ci, les alcaloïdes, sont bien connus pour leurs effets 
analgésiques (ex : codéine), anesthésiques (ex : cocaïnes) et anticancéreux (ex : taxol). Cependant, la 
production de masse de ces composés nécessite beaucoup d’extraits de plantes. Le cas du taxol, 
produit par l'if du Canada, en est un bon exemple. Cet agent anticancéreux à une valeur commerciale 
tellement élevé que l'on assiste à un pillage de la plante dans son milieu naturel, ce qui menace sa 
conservation (Beckle et coll., 2007). L'évolution de la biotechnologie au cours des 30 dernières 
années a permis de réaliser les premières productions de métabolites par cultures de cellules 
dédifférenciées (S.irois, 2000). Cependant, l'implantation industrielle des technologies de culture 
végétale pour produire des métabolites secondaires s’est avéré peu efficace. Cela s'explique en 
partie par le fait que les conditions de cultures ne sont pas optimales et qu'il faut suivre beaucoup de 
variables pour bien comprendre la complexité de la cinétique cellulaire (Sirois, 1997; Lamboursain, 
2004; Isett et coll., 2007). L'implantation inefficace des bioprocédés par culture de cellules végétales 
est aussi la conséquence d'un manque de connaissance sur le métabolisme cellulaire.
L'un des objectifs du Laboratoire de développement de bioprocédés de l'Université de Sherbrooke 
est de résoudre les problèmes rencontrés lors de l'optimisation de bioprocédés. Comme mentionnés 
ci-haut, ces problèmes sont causés par le fa it qu'il faut suivre beaucoup de variables ce qui nécessite 
temps, argent et ressources humaines. Pour résoudre cette problématique, une plateforme à haute 
capacité analytique permettant d'effectuer le suivi de plusieurs cultures cellulaires a été mise au 
point. Cette plateforme permet de prélever de façon aseptique et automatique neuf cultures 
cellulaires. Ce robot permet l'analyse en duplicata de 7 variables de croissance : le sucre total, le 
glucose, le phosphate, le nitrate, l’ammonium, la biomasse et le compte cellulaire. Les méthodes 
d'analyse sélectionnées sont simples, rapides, peu dispendieuses et nécessitent un faible volume 
d'échantillonnage dans le but d'effectuer une grande quantité d'analyses et ce, en peu de temps et à 
faible coût. Cette plateforme permet d'obtenir rapidement plusieurs suivis de culture, ce qui a servi à 
élaborer un modèle cinétique de croissance cellulaire.
L’un des problèmes associés à la plateforme de minibioréacteurs est le faible volume 
d'échantillonnage disponible pour suivre les cultures (maximum 600 pL par échantillon). La première 
étape de cette maîtrise consiste donc à développer ou adapter des méthodes d'analyse pour évaluer 
la croissance cellulaire (biomasse sèche et compte cellulaire) et la consommation des substrats 
(glucose, nitrate, ammonium et phosphate). De plus, ces techniques doivent être rapides dans
1
l'optique d'une utilisation ultérieure pour réduire le temps de réponse en contrôle de procédé. Pour 
effectuer ces analyses, des dosages en microplaque ont été réalisés à l'aide d'un spectrophotomètre 
Satire2" (TECAN). L'analyse de la biomasse et du compte cellulaire a été effectuée par fluorescence de 
biomarqueurs endogènes (Bizier, 2009). Cette méthode fait présentement l'objet de deux demandes 
de brevets (Sirois et al., Endogenous Biological Markers for Monitoring a Cell Culture., 2008; Sirois et 
al., Method of identifying endogenous fluorescent markers for monitoring a cell culture., 2008). 
Celle-ci se base sur le principe que plusieurs molécules intracellulaires fluorescentes peuvent servir 
de biomarqueurs pour suivre la biomasse et le compte cellulaire. Le suivi des ions nitrates, 
phosphates et ammoniums s'est fa it à l'aide de méthodes colorimétriques en absorbance qui 
permettent de transformer l'ion (par dérivatisation) en un composé coloré qui absorbe à une 
longueur d'onde donnée. Seule l'analyse du sucre ne sera pas réalisée en microplaque. Des 
méthodes plus simples et plus rapides telles que l'utilisation d'un réfractomètre ou d’un glucomètre 
pour diabétique ont été utilisées.
Pour développer cette plateforme, le modèle étudié est celui de cellules du pavot de Californie 
(Eschscholtzia californica) qui produit la sanguinarine, une molécule dont les propriétés 
anticancéreuses contre divers types de cancers sont très prometteuses (Han et coll., 2008). De plus, 
cette plante est un modèle de référence utilisé dans la littérature scientifique pour optimiser la 
production d'alcaloïde par culture cellulaire végétale (Archambault et coll., 1996; Lamboursain, 2004; 
Sirois, 2000). Des modèles de la cinétique de croissance de types déterministes, ségrégués et non 
structurés ont déjà été développés sous forme de système d'équations différentielles (Sirois, 1997 ; 
Sirois, 2000). En fait, ces modèles simulent la croissance des cellules en fonction des substrats 
essentiels (sucre, ammonium, phosphate, nitrate). Bien que ces recherches ont permis de déterminer 
certains paramètres optimisant la croissance d 'f .  californica, la production demeure insuffisante 
pour justifier une implantation industrielle de cette culture. De plus, l'approche utilisée pour 
optimiser la production de sanguinarine est une approche analytique où les différentes phases de 
cultures sont optimisées indépendamment l'une de l'autre.
Plus concrètement, trois phases de culture sont présentes lors de la production de sanguinarine par 
f .  californica. Une phase de croissance permet d'abord d'obtenir le plus grand nombre de cellules 
possible. Une phase d'induction vise ensuite à éliciter (stresser chimiquement) les cellules avec un 
agent comme la chitine pour qu'elles produisent le maximum d'alcaloïde possible (dont la 
sanguinarine). La troisième phase correspond à la phase de production d'alcaloïdes. Le problème 
avec l'approche analytique, c'est que la maximisation de la phase de croissance n'est pas 
nécessairement garante de la maximisation de la production d'alcaloïde. Une approche plus 
systémique tenant compte de l'interaction entre les différentes phases de cultures permettrait de
mieux comprendre le métabolisme de base et ainsi d'optimiser la production de sanguinarine. Avec 
cette approche, différentes phases intermédiaires comme une phase d'accumulation de réserve de 
glucides peuvent aussi être intégrées au modèle et ainsi optimiser la production. Mais pour utiliser 
cette approche, il faut d'abord mettre au point un modèle de croissance cellulaire qui permet de 
prédire les concentrations intracellulaires des différents éléments nutritifs d'intérêt. Le modèle 
développé est aussi de type ségrégué et non structuré. Plutôt que d’être basés sur des rendements 
constants (nutriment/biomasse), ce modèle utilise les ratios stœchiométriques des bilans de masse 
pour estimer la consommation de nutriments et la biosynthèse de produits. Des plus, la fixation en 
biomasse des substrats intracellulaires se fait en respectant la formule moléculaire de la biomasse 
obtenue par analyse élémentaire (  CaH5 0 ENpPy).
En résumé, cette maîtrise vise à élaborer un outil de haute capacité de culture adapté à l'étude d'E 
californica et à développer des méthodes d'analyse simples, rapides et nécessitant un faible volume 
d'échantillonnage. Grâce à cette plateforme et à son suivi, il sera par la suite possible de caractériser 
et modéliser rapidement la phase de croissance d'E californica.
2 État de l'art
2.1 Production de métabolites secondaires par les cellules végétales
2.1.1 Production d'alcaloïdes
Les alcaloïdes sont des composés organiques provenant habituellement d'origine végétale. En fait,
les alcaloïdes correspondent à plusieurs substances appartenant à la chimie organique azotée 
d'origine végétale. Ces substances sont à caractère alcalin et présentent une structure complexe. Ces 
molécules sont réputées pour leurs propriétés thérapeutiques ou toxiques. Plusieurs alcaloïdes sont 
bien connus comme la caféine, la nicotine, la théine et la morphine. Les alcaloïdes sont 
particulièrement utilisés en pharmacologie pour la fabrication de médicaments. Ces derniers sont 
généralement extraits de plantes qui appartiennent à quatre familles botaniques : les Papavéracées, 
les Papilionacées, les Renonculacées et les Solanacées (Vulgaris-médical, 2010).
2.1.2 Production de sanguinarine par Eschscholtzia ca lifo rn ica
Plus spécifiquement, ce projet de maîtrise a pour molécule d'intérêt la sanguinarine, un alcaloïde
benzophenanthridine produit principalement par la famille des Papaveracae (Aubry et coll., 1995), 
dont le pavot de la Californie (Eschscholtzia californica). Quelques articles présentent la voie 
métabolique générale de production de sanguinarine (Cho et coll., 2007). La chaine métabolique 
menant à la synthèse de la sanguinarine par Eschscholtzia californica est aussi décrite plus 
spécifiquement dans la littérature (Park et coll., 2006). Celle-ci est présentée à l'annexe 1.
En fait, la production de sanguinarine par E. californica est le résultat d'une induction chimique 
(nommé élicitation) à l'aide d'une molécule comme la chitine qui force la plante à se défendre en 
produisant différents alcaloïdes (Archambault et coll., 1996). Les différents moyens d'éliciter la 
plante ne font pas cependant l'objet de ce mémoire de maîtrise. La sanguinarine est un agent 
anticancéreux prometteur. Plusieurs articles démontrent son efficacité contre des cellules 
cancéreuses de l'estomac (Choi et coll., 2009), du sang (Han, Yoo, & Choi, 2008), du côlon (Matkara 
et coll., 2008) du pancréas (Ahsan et coll., 2007) et des os (Park et coll., 2006).
2.2 Problématiques des bioprocédés industriels par culture végétales
2.2.1 Nécessité de suivre facilem ent d ifférentes variables de culture  
Plusieurs auteurs font mention des problèmes de la mise à l'échelle industrielle des bioprocédés par
cultures de cellules (Chen et coll., 2009; Zhang et coll., 2006; Isett et coll., 2007; Lamboursain, 2004).
Traditionnellement, l'optimisation des cultures à petite échelle est réalisée en flacons agités.
Toutefois, la faible capacité à surveiller et contrôler différentes variables et la nature laborieuse de
l'expérimentation en flacons agités rend ceux-ci difficilement utilisables pour la modélisation, le
contrôle et l'optimisation de bioprocédés (Chen et coll., 2009). L'optimisation de cultures en flacons
nécessite de suivre beaucoup de variables. Cela implique beaucoup d'expérience (et de temps) et de
matériel engendrant des coûts élevés (Isett et coll., 2007). Des erlenmeyers instrumentés comme
ceux faits par DASGIP® (Jülich, Allemagne) et TAP® (Royaume-Uni) peuvent contrôler le pH et
effectuer des cultures en semi-continue [fed-batch). Par contre, l'instrumentation parallèle aux
erlenmeyers est encore limitée par le fa it que ces montages sont complexes et laborieux à mettre en
place et demandent des coûts élevés d'analyse. Pour contrer cette problématique, plusieurs auteurs
suggèrent d'utiliser la plateforme 24 p-bioreactor® (Applikon Biotechnology) qui contient 24
minibioréacteurs dont le volume utile se situe entre 2-7 mL (Isett et coll., 2007; Chen et coll., 2009;
MicroReactorTechnologies, 2006). Cette plateforme permet de réaliser simultanément vingt-quatre
expériences où le pH, la température et l'oxygène dissous sont contrôlés individuellement pour
chaque minibioréacteur. Cependant, aucune autre analyse n'est possible avec cette plateforme. De
plus, des expériences ont permis de déterminer la faible reproductibilité des cultures et du contrôle
de l'oxygène dissous pour les cellules végétales.
Pour répondre à cette problématique, une plateforme à haute capacité analytique a été développée. 
La plateforme proposée a l'avantage d'intégrer au robot pipetteur Freedom Evo® (TECAN) 9 cultures 
en erlenmeyers agitées. Ce robot permet d'analyser rapidement, facilement et à faible coût 
différentes variables de croissance. Les systèmes biologiques sont des systèmes non linéaires 
nécessitant le développement de contrôle avancé. Les techniques d'analyse ont donc été
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sélectionnées dans le but d'une utilisation ultérieure à l'intérieur d'une boucle de contrôle qui 
permettrait de maintenir optimales les concentrations des substrats (sucre, nitrate, phosphate, 
ammonium). Des méthodes permettant de mesurer rapidement et en quasi-temps réel la 
concentration des substrats ont donc été mises au point et adaptées à la problématique du contrôle 
des bioprocédés à petite échelle.
2 .2.2 M o d è le s  de c in é t iq u e  c e llu la ire  in c o m p le ts  
Selon la littérature, les informations sur le métabolisme des cellules végétales sont incomplètes et
parfois contradictoires. Lamboursain (2004) a soulevé que le manque de reproductibilité des cultures
végétales est probablement dû à un manque de connaissances fondamentales sur le métabolisme
des organismes photosynthétiques. Elle rapporte que plusieurs auteurs ont des résultats
contradictoires concernant l'effet du phosphate et de l'azote sur les croissances des cellules
végétales. Ces résultats s'expliqueraient par le fait que ces expériences ont été réalisées avec
différents modèles cellulaires possédant des caractéristiques métaboliques différentes.
De plus, peu d'études tiennent compte de l'état physiologique des cellules pour modéliser le 
métabolisme et la croissance cellulaire. Pour contrer cette problématique, Sirois (1997; 2000) a 
développé un modèle cinétique de croissance pour E. californica qui tient compte de la 
concentration intracellulaire en azote et en phosphate. Lamboursain (2004) a permis de jeter les 
bases à une analyse plus systémique des différentes phases de cultures menant à la production de 
sanguinarine par E. californica. Ces expériences ont permis de démontrer qu'une lim itation en 
phosphate et en azote provoque une accumulation intracellulaire en glucose et en amidon. Ces 
réserves de glucides sont probablement utilisées comme source de carbone pour produire des 
alcaloïdes après élicitation des cellules avec de la chitine (Lamboursain & Joliqueur, 2005). 
Cependant, selon la littérature aucun modèle cinétique pour cet organisme n'a été développé avec 
ces expériences et aucun modèle ne permet de bien modéliser l'effet des concentrations 
intracellulaires sur la croissance et l'absorption des éléments nutritifs. Pour répondre à cette 
problématique, un modèle de croissance cellulaire permettant de prédire les concentrations 
intracellulaires des différents éléments nutritifs d'intérêt a été mis au point. Ce dernier n'est pas basé 
sur des rendements (substrat/biomasse) constants. Ce modèle est plutôt divisé en trois types de 
réaction : l'absorption des nutriments, la respiration cellulaire (le catabolisme) et la génération de 
biomasse (anabolisme) ce qui permet d'estimer l'effet de la concentration intracellulaire des 
différents substrats sur la cinétique de croissance et ainsi de mieux comprendre le métabolisme 
cellulaire.
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2.3 Suivi de la croissance cellulaire d’E. californica
Plusieurs méthodes existent pour évaluer la croissance de la biomasse et du compte cellulaire. Ces 
méthodes ont cependant certains désavantages. Elles sont soit trop longues (difficulté d'utilisation 
pour faire du contrôle de procédé) ou trop dispendieuses. De plus, elles nécessitent souvent un trop 
gros volume d'échantillon ce qui rend impossible l'utilisation en minibioréacteurs. Les techniques 
choisies doivent aussi être précises pour les cellules d'E. californica qui forme des amas non 
homogènes (Lamboursain, 2004).
2.3.1 Quantification de la biomasse 
Biomasse hum ide
La biomasse humide est une technique utilisée pour suivre la croissance de plusieurs 
microorganismes comme E. californica (Lamboursain, 2004). Cette méthode consiste à peser 
directement la biomasse humide d'un échantillon cellulaire (dont le volume est connu) filtré à 
0,45 |im. La concentration en biomasse s’effectue en divisant la masse de cellules humide par le 
volume d'échantillon. Le résultat obtenu est en g/L, ou en mg/L. Bien que simple et rapide, cette 
méthode n'est pas très représentative de la biomasse puisqu'elle ne tient pas compte du 
pourcentage d'humidité des cellules qui varie d'un échantillon et d'une filtration à l'autre. 
L'incertitude associée à cette mesure pour cet organisme est donc relativement grande, soit de 10 à 
20 % (Sirois, 1997). De plus, la méthode nécessite un grand volume d'échantillon et ne peut être 
utilisée dans une optique de contrôle de procédé.
Biomasse sèche
La biomasse sèche est la technique standard la plus utilisée pour suivre la croissance d'E. californica 
(Lamboursain, 2004; Sirois, 1997). Cette méthode consiste à filtrer un volume d'échantillon connu à 
0,45 pm. La biomasse est ensuite séchée durant 24 h à 85 °C. La concentration en biomasse est 
obtenue en divisant la masse de cellules séchée par le volume d'échantillon. La précision de cette 
méthode se situe autour de 5 à 10 %. Le résultat obtenu est en g/L, ou en mg/L. Bien que simple, 
cette méthode n'est pas rapide (24 h), nécessite un grand volume d'échantillon et n'est pas utilisable 
dans une optique de contrôle de procédé.
Absorbance dans le visible
L'absorbance dans le visible est une méthode très connue pour déterminer la quantité de biomasse 
d’une culture (Perrin, 2008). Cette technique consiste à mesurer directement l'absorbance d'une 
culture en suspension et homogène à des longueurs d'onde allant de 500 à 700 nm (600 nm la 
plupart du temps). Bien que rapide et simple, cette méthode n'est cependant pas utilisée pour la 
croissance d 'f. californica, car il est difficile d'obtenir un échantillon homogène avec cette culture.
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Évaluation de la biomasse p a r  fluorescence de b iom arqueurs  endogènes
Cette technique consiste à mesurer directement la fluorescence des cultures à des longueurs d'onde
bien précises (Bizier, 2009). Cette méthode se base sur le suivi de biomarqueurs endogènes qui
fluorescent à différentes longueurs d'onde (couples excitation/émission). Cette méthode développée
par le Laboratoire de Développement de Bioprocédés de l'Université de Sherbrooke a permis
d'identifier seize biomarqueurs endogènes (Bizier, 2009). Par la suite, la biomasse sèche ainsi que le
compte cellulaire ont été corrélés avec ces biomarqueurs pour des cultures réalisées avec des lignées
de cellules végétales, animales, des levures, des bactéries et des microalgues. L’équipe de recherche
est présentement en attente de l'octroi de deux brevets (Sirois et al., 2008, Endogenous Biological
Markers for Monitoring a Cell Culture; Sirois et al., 2008, Method of identifying endogenous
fluorescent markers for monitoring a cell culture). Cette méthode est rapide (mesure directe de la
fluorescence induite), peu dispendieuse, précise (déviation standard plus petite que les méthodes
traditionnelles) et sensible (détecte des concentrations inférieures à 0,1 g/L). De plus, cette méthode
est réalisée en microplaque à l'aide d'un spectrophotomètre TECAN, safire2* ce qui nécessite un
faible volume d'échantillonnage de 150 pL (TECAN., 2005). Pour ces raisons, cette méthode sera
utilisée pour suivre la biomasse lors des cultures d’E.californica en minibioréacteurs (section 3.2.1).
Elle pourrait aussi être facilement adaptable à une boucle de contrôle avec mesure en ligne de la
biomasse.
2.3.2 Quantification du compte cellulaire  
Comptage à l'hém acytom ètre
L'hémacytomètre est un appareil permettant de compter (au microscope) le nombre de cellules 
présentes dans une chambre contenant 0,1 pL Bien que précise et peu coûteuse, cette technique est 
longue et fastidieuse pour compter des amas de cellules végétales (environ 20 minutes par 
échantillons). De plus, les amas cellulaires formés par E. californica rendent la méthode imprécise 
(déviation standard supérieure à 30%). Cette méthode serait aussi difficilement adaptable à une 
boucle de contrôle de procédé avec mesure en ligne.
Coloration de l ’ADN avec la  méthode Hoechst
Cette méthode bien connue de la littérature consiste à colorer l'ADN avec un agent qui fluorescent 
après s'être lié avec l'ADN. Le réactif utilisé pour cette technique se nomme Hoechst 33258 
(Invitrogen, Molecular Probes, 2005). Ce colorant fluorescent à ADN à une longueur d'onde 
d'émission de 465 nm lorsqu'il est excité à 360 nm. Cette méthode a été adaptée par Lamboursain 
(2005) pour déterminer plus facilement et précisément que par hémacytomètre le compte cellulaire 
d 'f. Californica. Cette méthode a l'avantage d'être relativement rapide et de nécessiter un faible 
volume d'échantillon. Selon Lamboursain (2005), la déviation standard associée à la mesure du
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compte cellulaire par cette méthode est de moins de 8 % et de moins de 15 % pour le compte avec 
hémacytomètre. Cependant, cette précision n'a jamais été obtenue avec la lignée d 'f .  californica 
utilisée au laboratoire, car elle forme de gros amas cellulaires.
C yto fluorim étrie
Cette méthode consiste à analyser une par une les cellules passant dans une veine liquide devant une 
source laser. En utilisant des colorants à ADN ou à ARN, ou des protéines fluorescentes (comme un 
anticorps couplé à un fluorophore), il est possible de compter individuellement les cellules (Alouf, 
2010). Cette méthode est utilisée pour une multitude d'applications et a l'avantage d'être très 
précise. Par contre, cette technique ne peut être utilisée pour f .  californica, car les amas cellulaires 
formés par la lignée utilisée sont trop gros pour l'appareil. De plus, cet appareil est très dispendieux 
et son utilisation est complexe.
Évaluation du compte ce llu la ire  p a r  fluorescence de b iom arqueurs endogènes
Cette méthode est la même que celle utilisée pour la biomasse mais corrélée avec compte cellulaire.
Elle est rapide (mesure directe de la fluorescence), plus précise que les méthodes traditionnelles, peu
coûteuse et elle détecte de très faibles concentrations). De plus, cette méthode est réalisée en
microplaque à l'aide d'un spectrophotomètre (TECAN, Safire2) et nécessite un faible volume
d'échantillonnage de 150 p l (TECAN, 2005). Pour ces raisons, cette méthode sera utilisée pour suivre
le compte cellulaire lors des cultures d 'f. californica. Elle pourrait aussi être facilement adaptable à
une boucle de contrôle avec mesure en ligne du compte cellulaire (inline).
2.4 Suivi de la consommation de glucide par E. californica
Plusieurs méthodes standard existent pour évaluer la consommation de glucides lors du suivi de
cultures cellulaire. Ces méthodes ont cependant certains désavantages. Elles sont soit trop longues
ou non automatisables (difficulté d'utilisation pour faire du contrôle de procédé) ou elles nécessitent
un trop gros volume d'échantillon qui rend difficile l'utilisation en laboratoire. De plus, ces méthodes
sont souvent très dispendieuses. La revue de littérature présentée ici-bas permettra de choisir des
techniques d'analyse des sucres totaux qui sont adéquates à la problématique ciblée.
2.4.1 HPLC
Le HPLC est la méthode de référence pour mesurer la concentration en sucre (Sirois 1997). Le 
modèle disponible au département est le HPLC Aligent sériés 1100 utilisant une colonne ZORBA 
Carbohydrate. Cette méthode à l'avantage d'être très précise et sensible. Cependant, son utilisation 
est très dispendieuse et le temps d'analyse est relativement long. Cette méthode servira de 
référence (comparaison) pour valider la méthode du glucomètre et du réfractomètre.
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2.4.2 Réfractomètre
L'utilisation d'un réfractomètre pour doser le sucre dans les plantes est déjà connue (Harrill et coll., 
1998). Celui utilisé dans le laboratoire est le modèle Master Refractometer ATAGO. Cette technique a 
les avantages d'utiliser un faible volume d'analyse (100 pL), d'être peu dispendieuse et d'être simple 
d'utilisation et de calibration. Cette technique est aussi très rapide et pourrait être mise en ligne sur 
les bioprocédés de façon à obtenir une boucle de contrôle du sucre. Cette méthode semble la 
meilleure pour doser le sucre extracellulaire. Cependant, cette méthode n'est pas très précise (± 
0,1 % m/v) ni sensible (>1 % m/v). De plus, elle ne permet que de doser les sucres totaux sans savoir 
la proportion de chacun des sucres présents.
2.4.3 Glucomètre
L'utilisation d'un glucomètre pour diabétique pour suivre les cultures est connue dans la littérature 
scientifique (Cohly, et coll., 2001). Le modèle utilisé au laboratoire est l'ACU-CHECK® avec 
bandelettes AVIVA* (Deschamps, Protocole d'Analyse du glucose à l'aide d'un glucomètre ACU- 
CHECH, 2010). Cette technique a les avantages d'utiliser un faible volume d'analyse (10 pL), d'être 
peu dispendieuse et d'être simple d'utilisation et de calibration. Cette technique est aussi très rapide. 
Cette méthode semble la meilleure pour doser le sucre intracellulaire, car elle est sensible et précise 
(domaine d'analyse entre 0,6-33,3 mM). Seul le glucose peut être suivi avec cet appareil.
2.4.4 Méthodes colorim étriques
Plusieurs méthodes colorimétriques existent pour évaluer la concentration de différents sucres.
Parmi ces méthodes, il en existe des enzymatiques comme le glucose oxydase (McLean, 1989) et des 
chimiques comme l'acide hydroxybenzoique hydrazine (Lever, 1973). Ces méthodes sont sensibles et 
utilisent un petit volume d'analyse. Cependant, elles sont plus longues à réaliser et nécessitent plus 
de manipulation et de matériel que l'analyse par réfractomètre et par glucomètre. De plus, des 
risques d'interférence avec le milieu de culture peuvent rendre fastidieuse l’utilisation de ces 
méthodes. Pour ces raisons, elles ne seront pas utilisées.
2.5 Suivi de la consommation de nutrim ents ioniques par E. 
californica
2.5.1 Nutrim ents d’in térêt : n itrate , phosphate, am m onium  
Il est important de suivre la consommation en nitrate, en phosphate et en ammonium pour
modéliser sa croissance. Plusieurs méthodes standards, comme la chromatographie ionique, existent
pour évaluer la consommation des nutriments ioniques lors du suivi de cultures cellulaire. Ces
méthodes ont cependant certains désavantages. Soit elles sont trop longues ou non utilisables pour
faire du contrôle de procédé, soit elles nécessitent un trop gros volume d'échantillon (impossibilité
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d'être utilisées pour les minibioréacteurs), soit elles sont dispendieuses ou soit elles ne sont pas 
assez précises. La revue de littérature présentée ici-bas permettra de choisir des techniques 
d’analyse qui sont adéquates à la problématique ciblée.
2.5.2 Chromatographie ionique
La chromatographie ionique est la méthode de référence pour mesurer la concentration en anions
(ex : phosphate, nitrate) et en cations (ex : ammonium). Le modèle disponible au département est un 
DIONEXICS-3000 utilisant une colonne anionique pour les analyses du phosphate et du nitrate et une 
colonne cationique pour l'analyse de l'ammonium. Cette méthode à l'avantage d'être très précise et 
sensible. Cependant, son utilisation est très dispendieuse et le temps d'analyse est relativement long. 
Cette méthode servira de référence (comparaison) pour valider les méthodes colorimétriques 
développées (section 3.1.2).
2.5.3 Électrode à ions spécifique
Différentes électrodes à ions spécifiques existent pour doser le nitrate (Nitrate electrode, ORION®,
Electrode product) et l'ammonium (Ammonia electrode, Accumet Electrode®, Fischer scientific, Cat # 
13-620-505). Ces méthodes ne sont cependant pas utilisables directement dans le procédé (inline), 
car l'échantillon nécessite d'être tamponné à un pH fixe. De plus, le volume d'échantillon utilisé est 
supérieur à 10 mL, ce qui représente un volume trop grand pour le suivi des minibioréacteurs. Ces 
électrodes ont aussi la particularité d'être sensibles à l'interférence de différents composés ioniques.
2.5.4 Méthodes colorim étriques
Plusieurs méthodes de dosage colorimétrique existent pour chacun des nutriments d'intérêt. Pour 
effectuer ces analyses, des dosages en microplaque ont été réalisés à l'aide d'un spectrophotomètre 
Tecan Safire2* (TECAN, 2005). Le suivi des ions nitrates, phosphates et ammoniums s’est fa it à l'aide 
de méthodes colorimétriques qui permettent de transformer l’ ion en question en un composé coloré 
qui absorbe dans le visible. Le tableau 2.1 présente la revue de littératures de toutes les méthodes 
colorimétriques existantes pour doser les ions en question. Les méthodes les plus prometteuses 
seront sélectionnées et adaptées en microplaque pour suivre la consommation des ions par E. 
californica. Les méthodes sélectionnées doivent être rapides, simples, peu coûteuses et sensibles. 
Elles doivent aussi nécessiter un faible volume d'échantillonnage. De plus, les méthodes doivent 
éviter autant que possible l'interférence avec des éléments du milieu de culture B5. Selon ce tableau, 
les méthodes les plus prometteuses sont la méthode au vert de malachite pour le phosphate (annexe 
5), la méthode de réduction au cadmium pour le nitrate (annexe 6) et la méthode salicylate pour 
l'ammonium (annexe 7). Ce choix s'explique par la faible méthode de détection, la précision et la 
faible interférence avec le milieu de culture.
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200 Mg/L Vanadomolybdophosphorique Négligeable 0,021 (Standard Methods, 2005)
3 Mg/L Stannous chloride Négligeable 0,042 (Standard Methods, 2005)
10 Mg/L Acide ascorbique Négligeable 0,061 (Standard Methods, 2005)
P04 lOOng/L Vert de malachite Faible 0,031 (Xiao-Lan Huanga, 2006)
20 Mg/L phosVer3 (acide ascorbique) Négligeable 0,010 (HACH Company, 2002)
300 Mg/L Méthode acides aminés Négligeable 0,0039 (HACH Company, 2002)
100 Mg/L Méthode au molybdovanadate Molécules organiques 0,013 (HACH Company, 2002)
100 Mg/L Méthode au phénate Aucune 0,27 (Standard Methods, 2005)
70 Mg/L Enzymatique Biovision/ Abcam Indéterminé 2,92 (Abcam, 2010)
NH4 200 Mg/L Enzymatique/ sigma Indéterminé 2,09 (Sigma Atdrich, 2010)
60 Mg/L Méthode de Nessler Molécules organiques 0,018 (HACH Company, 2002)
20 Mg/L Méthode au salicylate P04.N03, sucres (faible) 0,053 (HACH Company, 2002)
11 mg/L Spectroscopie UV 275 nm Matière org.. Alcaloïde 0,060 (Standard Methods, 2005)
100 Mg/L Méthode de réduction au cadmium Négligeable - (Standard Methods, 2005)
10 Mg/L Méthode réduction à l'hydrazine Soufre (ions) 0,96 (Standard Methods, 2005)
N03 4 Mg/L Nitrite/ nitrate fluorométrique Protéine, NADPH 1,14 (Cayman, 2010)
30 Mg/L Nitrite /  nitrate Colorimétrique Négligeable 1,08 (Cayman, 2010)
10 Mg/L Méthode de réduction au cadmium Négligeable 0,007 (HACH Company, 2002)
300 Mg/L Méthode chromotropique Cuivre Indéterminé (HACH Company, 2002)
* Estimé selon les prix de Fisher Scientific (2010)
2.6 Modèles de croissance des cellules végétales en suspension
2.6.1 Types de modèles de cinétique de la croissance cellulaire  
Un type de modèle donne des particularités bien précises selon les objectifs fixés. Par exemple, un
modèle très précis n'est utile que dans des conditions de culture spécifiques. À l'opposé, un modèle
plus généraliste, bien que moins précis dans une situation donnée, permet une meilleure flexibilité
d'adaptation à d'autres situations. Les modèles peuvent être inspirés de principes fondamentaux
(modèle blanc) ou de résultats en laboratoire (approche empirique, modèle noir). La plupart des
modèles de croissance biologique (bien que comportant certaines notions fondamentales) sont des
modèles empiriques basés sur l'expérimentation. Cette situation s'explique par le fa it que les
systèmes biologiques comprennent plusieurs réactions et régulations des voies métaboliques qui
sont nombreuses, complexes et mal connues. Présentement, aucun modèle cinétique utilisé pour
représenter la croissance cellulaire n'est parfait. Cependant, certains principes fondamentaux
comme le modèle de croissance de Monod (basé sur la cinétique enzymatique de Michaelis-Menten
(Monod, 1942) sont inclus dans les modèles de croissance cellulaire. Bref, les modèles cinétiques
utilisés en biologie sont, pour la plupart, à la fois fondamentaux et empiriques (modèles gris).
Les modèles de croissance sont classés selon différentes caractéristiques (Baford, 1978; Sirois, 1997). 
D'abord, un modèle peut être de type stochastique ou déterministe. Un modèle stochastique
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considère chaque cellule comme base des relations métaboliques et cinétique. Ce modèle peut être 
distribué (les cellules font intégralement partie du milieu) ou ség'régé (certaines composantes sont 
exprimées par rapport aux cellules elles-mêmes et non par rapport au volume de culture). Les 
modèles déterministes considèrent l'ensemble des cellules comme étant uniforme qui évoluent à un 
même rythme. Le phénomène expliqué ne représente donc qu'une moyenne de l'ensemble des 
phénomènes se déroulant au temps donné." Ces modèles peuvent être structurés (considèrent les 
différentes types de cellules) ou non structurés (considèrent les cellules comme étant de 
compositions uniformes).
2.6.2 Structure des modèles cinétiques spécifiques à la croissance cellulaire  
Plusieurs modèles bien précis pour décrire le taux de croissance des cellules végétales sont décrits
dans la littérature. Sirois (1997) présente un résumé très complet d'auteurs ayant développé des
modèles dans son mémoire de maîtrise. De ces modèles, deux ont été utilisés pour modéliser la
croissance d 'f. californica. Il y a d’abord le modèle de Monod (1942) qui permet de relier la cinétique
du taux de croissance en fonction de la lim itation en un substrat.
Équation 2 .1 : Cinétique de Monod
p max * S
** fcm + 5
Dans ce modèle, le taux de croissance est directement proportionnel au substrat (ordre de réaction 
de 1) pour une faible concentration et devient constant (ordre 0) pour les hautes concentrations en 
substrat. De plus, la constante km représente la concentration de substrat pour laquelle on obtient la 
demi-vitesse maximale de réaction (p max/2).
Le second modèle est celui de Jerusaliwski et Engambervediev (1969). Bien que semblable à Monod, 
ce modèle suggère l'effet contraire : l'inhibition de la croissance par un substrat (ou un produit).
Équation 2.2: Cinétique de Jerusaliwski et Engambervediev
pm ax * K  
M ^ + 5
Pour de faibles concentrations de substrat, la valeur du taux de croissance demeure constante et 
maximale (ordre 0). À l'inverse, pour de hautes concentrations, le taux de croissance diminue de 
façon inversement proportionnelle à la concentration du substrat pour atteindre la valeur de zéro 
lorsque la concentration du substrat tend vers l'infini.
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Ce modèle a ensuite été modifié (Sirois, 1997) en ajoutant un exposant à la concentration du substrat 
représentant le facteur d'inhibition du nutriment en question.
Équation 2.3: Cinétique de Jerusaliwski et Engambervediev m odifiée
pmax * K l  
M =  K1 +  SK2
2.7 Modèles de croissance d’Eschscholtzia californica
2.7.1 Modèles existants 
Il existe plusieurs modèles complexes pour simuler la croissance de cellules végétales dédifférenciées
et mises en culture. L'un des modèles les plus complexes est celui de Leduc (2006) où la croissance
cellulaire de Catharanthus roseus est décrite par plus de 30 voies métaboliques. Peu d'auteurs se
sont penchés plus spécifiquement sur la modélisation de la cinétique de croissance et du
métabolisme d'EschschoIzia californica. Sirois (1997) a déterminé que l'accroissement en biomasse et
l'accroissement du compte cellulaire suivent des modèles mathématiques différents. Contrairement
à d'autres modèles, il a aussi démontré que le taux de croissance de la biomasse et du compte
cellulaire sont fonction non seulement des composés extracellulaires, mais aussi des composés
intracellulaires. Cette approche est intéressante puisqu'elle tient compte de l'é ta t physiologique et
métabolique des cellules.
Le modèle de Sirois démontre que l'accroissement de biomasse est fonction de la concentration en 
sucre extracellulaire (saccharose), en azote extracellulaire total, en nitrate extracellulaire, en 
phosphate intracellulaire et en ammonium intracellulaire. Le modèle décrit aussi que le taux de 
croissance de la division cellulaire est fonction de la concentration en sucre extracellulaire, en azote 
total, en nitrate extracellulaire, en phosphate intracellulaire et en ammonium intracellulaire. Pour 
modéliser la croissance, un modèle de type déterministique, ségrégué et non structuré a été 
développé sous forme de matrices d'équations différentielles (Sirois, 1997). Ce modèle est valide 
pour les conditions optimales de culture d 'f. californica, soit une température de 25 °C à un pH initial 
de 5,5 et pour une oxygénation non lim itante (oxygène dissous > 60 %). Le milieu de culture utilisé 
est le milieu B5 (annexe 3) contenant 30 g/L de sucrose, 0,2 mg/L de 2,4 -D et 0,1 mg/L de kinetin 
(Lamboursain & Joliqueur, 2005; Sirois, 1997).
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Équation 2.4 : Modèle cinétique de croissance d'F. californica (  (Sirois, Janvier 1997)
‘  *y ' ' 0 0 0 k*" '  tv ' 0
xV 0 0 k. 0 xV 0
sV 0 0 -k f 0 *V f,v
no,V 0 0 -K ho, 0 T no,V f» ,v
PO4.V = " kw * 0 0 0 [♦|XV 4 jxV H,xV m v ] - d PO4.V + fro.V
nh*,V 0 " kW«4. 0 0 nh^V f * . v
l»4.V kro„ 0 -KfO* 0 P°4.V 0
0 le1knh„ -Ir* 0 .«h4.V. 0
Équation 2.5: Taux de croissance de la biomasse (x) e t de la division cellulaire (<) (Sirois, Janvier 1997)
La méthode utilisée pour déterminer les constantes de ces cinétiques se base sur la méthode des 
taux initiaux où le taux de croissance est relié à la concentration initiale d'un substrat donné. Les 
scénarios de modélisation ont permis de démontrer que les concentrations optimisant la croissance 
sont de 10 g/L pour le saccharose, 2 mM pour le nitrate, de 50 pM pour le phosphate intracellulaire 
et supérieur à 0 pour l'ammonium intracellulaire (minimal, mais non nul).
Par la suite, Sirois (2000) a permis d'améliorer le modèle de croissance en proposant un modèle 
ségrégé basé sur le cycle de division cellulaire. Ce modèle est composé de 3 types de cellules dont 
des cellules filles, des cellules mères prêtes à se diviser ainsi que des cellules expansées incapables de 
se diviser. Il est cependant difficile de vérifier expérimentalement l'état des cellules.
Lamboursain (2005) a permis d'optimiser la production d'alcaloïdes (dont la sanguinarine) en tenant 
compte de l'état nutritionnel des cellules d 'f. californica. Cette approche jette les bases à une 
approche plus systémique de la production d'alcaloïdes, car elle fa it le lien entre la phase de 
croissance et la phase de production après élicitation de cellules à l'aide de chitine (Archambault et 
coll., 1996). Cette approche suggère de réaliser une limitation en phosphate et en azote dans le but 
de forcer les cellules en croissances à accumuler du glucose et de l'amidon intracellulaire qui servira 
de réserve pour fabriquer des alcaloïdes (Lamboursain, 2005). La limitation en phosphate a permis 
d'augmenter de 4 fois la production en alcaloïdes tandis que la limitation en nitrate a permis
d'augmenter de 40 fois la production en alcaloïdes (Lamboursain & Jotiqueur, 2005). Toujours dans 
l'optique d'une approche systémique, ces résultats démontrent qu'une croissance optimale n'est pas 
nécessairement garante d'une production optimale d'alcaloïde. Bien que ces résultats semblent 
intéressants, aucun modèle de croissance utilisant cette approche n’a été publié jusqu'à maintenant.
3 Matériel et méthodes
3.1 Élaboration d'une plateforme à haute capacité analytique
Comme mentionné précédemment, il y a présentement un grand intérêt pour les technologies de 
minibioréacteurs à haute capacité d'analyse. Ce principe d'essai sur modèle réduit (scale down) a été 
réalisé à l'aide du robot pipetteur Freedom Evo®de la compagnie TECAN (voir annexe 2). Ce robot 
comprend deux embouts en acier inoxydable couvert de téflon. Ces deux embouts sont mobiles sur 
les 3 axes (x, y et z). Cela permet de pipetter différents volumes à différents endroits (TECAN, 2005). 
Une plaque agitatrice Lab Rotator® (Thermo Scientific) de 19 mm de diamètre d'agitation a été 
intégrée au robot. Sur cette plaque, 9 erlenmeyers de 125 ml ont été installés de façon symétrique 
(carré de 3x3). Un support à réactif (4 tubes Falcon de 50 m l) et 2 supports pouvant contenir chacun 
3 microplaques ont aussi été ajoutés au robot (voir protocole annexe 4). La programmation des 
différentes méthodes d'analyse s'est fa it à l'aide du logiciel Evoware® (TECAN, annexe 10).
D'abord, il a fallu mettre au point les techniques d'analyse permettant de suivre la croissance et le 
suivi des nutriments des cultures (tableau 3.1). À l'exception de l'analyse des glucides, le suivi des 
cultures s'est fait en microplaque à l'aide du spectrophotomètre Safire2"(TECAN). L'utilisation de cet 
appareil et des microplaques permet d'utiliser un petit volume d'échantillonnage pour effectuer les 
analyses (400 pi d'échantillon pour 2 réplicas x 7 paramètres =14 analyses, figure 3.1). Pour mettre 
au point ces méthodes de suivi des nutriments, il a fallu évaluer l'interférence avec le milieu de 
culture B5. Ces méthodes ont ensuite été comparées avec les méthodes de référence utilisées dans 
la littérature. Enfin, pour suivre la croissance cellulaire, des modèles de régression multivariable ont 
été réalisé entre la méthode des biomarqueurs endogènes et les méthodes de référence. Les 
modèles développés permettent de reconstruire les profils de croissance cellulaire (biomasse et 
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2 x 1  pL 
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2x 150 pL 
5) Nitrate
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100 pL dans 900 pL
2 X 40 p i  
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Figure 3.1: Schémas des volumes d'échantillonnage des méthodes d'analyse sélectionnées 
Tableau 3.1 : M éthodes d'analyses sélectionnées et intégrées à la p lateform e de cultures
Analyse Méthode sélectionnée Méthode de référence
Phosphate Colorimétrie*(vert de malachite) Chromatographie ionique
Nitrate Colorimétrie "(réduction au cadmium) Chromatographie ionique
Ammonium Colorimétrie*(méthode salicylate) Chromatographie ionique
Sucre total Réfractomètre HPLC
Glucose Glucomètre ACU-CHECK° HPLC
Biomasse Fluorescence de biomarqueurs endogène* Biomasse sèche 
Biomasse humide
Compte cellulaire Fluorescence de biomarqueurs endogène* Hémacytomètre 
Coloration de l'ADN*
"■Lecture au spectrophotomètre Satire *(TECAN)
3.1.1 Évaluation de l’interférence des méthodes sélectionnées pour doser 
les différents substrats
Pour évaluer l'interférence des méthodes sélectionnées avec le milieu de culture B5, des courbes de 
calibration en duplicata ont été réalisées dans différents milieux (tableau 3.2). Ces matrices sont de 
l'eau milli-Q, du milieu de culture B5, et du milieu de culture B5 âgé de 10 jours (où la concentration 
du nutriment d'intérêt est nulle). Pour le glucomètre, un milieu isotonique (0,9 % m /v NaCI) a aussi
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été testé, soit un milieu possédant la même pression osmotique que le sang. Ce milieu a été testé car 
le glycomètre semble être calibré en milieu isotonique. Les protocoles pour réaliser chaque méthode 
sont présentés aux annexes 5 à 9.
Tableau 3.2: Milieux testés pour évaluer l'in terférence des méthodes choisies.
Composé M éthode
Eau M ilie u  B5
M atrices testées
M ilie u  B5 usée M ilie u  iso ton ique
Nitrate Réduction au cadmium X X X
Phosphate Vert de malachite X X X
Ammonium Am m om ium  salicylate X X X
Glucose Glucomètre X X X
Sucre to ta l Réfractomètre X X
À l'aide de ces résultats, une analyse ANOVA à deux paramètres a été réalisée pour déterminer si la 
concentration et les milieux expérimentés ont une influence statistiquement significative sur la 
réponse de la méthode sélectionnée (Montgomery, 2009) avec un intervalle de confiance de 95 %.
3.1.2 Validation en culture des méthodes sélectionnées pour doser les 
différents substrats
Les 5 méthodes sélectionnées ont été comparées aux méthodes de références (tableau 3.2). Cette 
comparaison a été réalisée en suivant quotidiennement une culture d'E. californica durant 14 jours. 
La culture a été réalisée en mélangeant 200 ml d'inoculum (culture âgée de 7 jours) avec 400 ml de 
milieu B5 1,5X contenant 100 mM d'EDTA et 1 mM de 2,4-D (annexe 3) autoclavé 30 minutes à 15 
PSIG (121 °C). De plus, l'inoculation et le prélèvement ont eu lieu en condition aseptique sous une 
hotte biologique à flux vertical. Pour distinguer le sucre total du glucose, les concentrations initiales 
en sucre étaient de 20 g/l pour le glucose et de 10 g/L pour le fructose. La température d'incubation 
était celle de la pièce (25 °C) et l'agitation de 110 RPM. Les méthodes sélectionnées ont été 
effectuées en triplicatas. Les protocoles de ceux-ci sont présentés aux annexes 5 à 9.
La méthode de référence utilisée pour les ions nitrate, phosphate et ammonium est la 
Chromatographie ionique (IC). Le chromatographe utilisé est le modèle Dionex ICS-3000 avec un 
détecteur à cellule de conductivité. Pour l'analyse de l'ammonium, les échantillons ont été injectés 
dans une colonne cationique (IONPAC, CS12-A, 2 x 250 mm) à 25 °C. La phase mobile est constituée 
d'eau (avec 10 mM de MSA) et son débit est de 0,25 ml/min. Le temps de rétention de l'ammonium 
est de 7,1 minutes. Pour l'analyse des anions (nitrate et phosphate), les échantillons ont été injectés 
dans une colonne anionique (IONPAC, AS11-HC) à 30 *C. La phase mobile est constituée d'eau (avec 
25 mM de KOH) et son débit est de 0, 30 ml/min. Les temps de rétention sont de 4,9 minutes pour le 
nitrate et de 7,5 minutes pour le phosphate. La méthode de référence utilisée pour le glucose et le
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sucre total est la chromatographie liquide à haute pression (HPLC). Le HPLC utilisé est le modèle 
Agitent 1100 Serie muni d'un détecteur à indice de réfraction (RI). Les échantillons ont été injectés 
dans une colonne Phenomenex (Rezex ROA-organic acid H* 8%) à 60 °C. La phase mobile est 
constituée d'eau (avec 0,005 % d'acide sulfurique) et son débit est de 0.6 mL/min. Avec cette 
méthode, les temps de rétention sont de 10,4 minutes pour le glucose et de 11,2 minutes pour le 
fructose.
3.1.3 Modèles m ultivariables re lian t les biom arqueurs endogènes à la 
croissance cellulaire.
Cette section est consacrée à l'élaboration de modèles de régression reliant les méthodes de
référence de suivi de la croissance aux 16 biomarqueurs endogènes obtenues par fluorescence. Pour
réaliser les modèles de régression, deux cultures d 'f. californica ont été suivies durant 10 jours, tel
que présenté à la section 3.1.2. Toutes les 24 heures, les méthodes de référence et l'analyse des 16
biomarqueurs ont été effectuées en duplicata (protocole annexe 4) et ce sont ces données ont servi à
élaborer les différents modèles de régression.
Le suivi de la biomasse humide est réalisé en filtrant 15 mL de suspension cellulaire sur un filtre 
0,45 pm préalablement pesé. La concentration en biomasse humide (g/L) est obtenue en divisant la 
masse humide filtrée par le volume d'échantillon. Cette masse humide filtrée est par la suite séchée 
durant 24 heures à 85 °C. La masse sèche obtenue divisée par le volume d'échantillon permet de 
calculer la concentration en biomasse sèche (g/L).
Le suivi du compte cellulaire s'effectue à l'aide d'un hémacytomètre. Pour désagréger une partie des 
amas cellulaires, ce comptage est précédé d'une digestion enzymatique de 90 minutes à 
température pièce (200 mM de citrate, 100 U/mL de cellulase (Sigma, C1184), 2 U/mL de pectinase 
(Sigma, P4716) et 0.3 U/mL d'hémicellulase (Sigma, H2125)). Comme la précision de la méthode est 
faible (jusqu'à 30 % d'incertitude), 4 réplicas de 9 chambres de 0,1 pL sont comptés et moyennés. Le 
résultat obtenu est converti en cellules/ml.
La coloration de l'ADN comporte d'abord une étape d'extraction de l'ADN en duplicata à l'aide de la 
trousse Plant DNA Mini Kit* (Bioline). L'ADN extrait subit par la suite une coloration de 30 minutes au 
réactif Hoechst 33258 (Invitrogene, Molecular Probes, 2005) à une concentration 0,01 pg/ml. La 
lecture de fluorescence s'effectue sur 200 pL d'échantillons mis dans une microplaque 96 puits à 
fond noir. La lecture de la fluorescence (en RFU) s’effectue à 360±5 nm /  460±5 nm à l'aide du 
spectrophotomètre Safire2*  (TECAN). Le gain du détecteur est de 100.
Le suivi de la fluorescence des biomarqueurs a été effectué à la fois sur la suspension cellulaire et sur 
le surnageant de la culture cellulaire (après 5 minutes de décantation). L'analyse a été effectuée en
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triplicatas dans une plaque 96 puits à fond noir avec 150 pL d'échantillon. Le spectrophotomètre 
utilisé est le Safire2* (TECAN) et le gain du détecteur est de 130.
Méthodes de régression linéaire m ultivariables
Quatre types de modèle de régression multivariables ont été mis au point entre les biomarqueurs et 
les méthodes de référence : la régression linéaire multiple (MLR), la régression pas à pas (Stepwise 
régression), la régression PLS (Partial Least Squares Régression) et la régression PCR (Principal 
Component Régression). Ces modèles sont tirés du livre Multivariate data Analysis (Esbensen, 2009). 
Tous ces modèles permettent de minimiser la somme des erreurs au carré entre les valeurs 
expérimentales et les valeurs estimées. Le modèle obtenu est en fait une équation matricielle 
ressemblant à la forme suivante : yestimé =  P *X .  Ic i,yestimè représente la biomasse ou le compte 
cellulaire, f i représente la matrice des coefficients de régression linéaire et X la matrice de la 
fluorescence des 16 biomarqueurs.
Avant d'effectuer ces régressions, un prétraitement des données a été effectué. D'abord, la moyenne 
des réplicas a été effectuée de façon à réduire le bruit des données. L'équation différentielle reliant 
la biomasse aux biomarqueurs a ensuite été mise sous forme linéaire :
Équation 3.1 : linéarisation du phénomène reliant les biomarqueurs aux méthodes de suivi de la croissance
a) Modèle différentiel proposé (hypothèse) :
dC dB* d B 2 dB i&
—  =  K 1 x -  +  K 2 x  —  +  -  +  K  1 6 x  —
d t  d t  L d t  d t
Où C représente la croissance cellulaire (soit le compte cellulaire ou la biomasse) et B, représente la 
fluorescence du biomarqueurs i.
b) En posant l'hypothèse que le taux de variation de la croissance cellulaire est directement 
proportionnel au taux de variation des biomarqueurs, les coefficients K* ont été considéré constants, 
l'équation devient donc :
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c) Après intégration, l'équation devient :
C - C 0 =  ^  ' Ki  x  (Bi — B(0
i= i
Pour la suite, les 4 vecteurs modifiés du suivi de la croissance (biomasse sèche, biomasse humide, 
hémacytomètre et coloration de l'ADN) sont représentés par la lettre y (y=C-C0) tandis que la matrice 
des biomarqueurs modifiés est représentée par la lettre X (X=Br Bjo). Ainsi, les coefficients Ki 
représentent directement les coefficients de régression pi. Enfin, les données ont été centrées et
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réduites (soustraites par leur moyenne et divisées par l'écart type) de façon à les mettre tous sous le 
même ordre de grandeur.
Régression linéaire multiple
La régression linéaire multiple (MLR) permet de calculer directement le vecteur des coefficients de 
régression P des 16 biomarqueurs à l'aide de la formule suivante :
Équation 3.2 : Calcul des coefficients de régression p pour la m éthode MLR
P =  CXTX ) /X Ty  Où ye s tim é  = P * X
Régression pas à pas
La régression pas à pas consiste d'abord à déterminer le biomarqueurs ayant le meilleur coefficient 
de corrélation linéaire avec la variable d'intérêt (y). Ce biomarqueur est sélectionné pour calculer les 
premiers coefficients de régression pt (équation 3.3 a). Le vecteur y est par la suite dégonflé 
(équation 3.3 b) et un deuxième coefficient de régression p2 est calculé avec le second biomarqueur 
qui a le meilleur coefficient de corrélation avec le vecteur y dégonflé. La méthode se poursuit ainsi 
pour les 14 autres biomarqueurs ce qui permet d'élaborer le modèle présenté à l'équation 3.3 c.
Équation 3.3: Calcul des coefficients de régression P pour la m éthode pas à pas (exem ple pour le prem ier coefficient p l )  
«) P\ =  ( * / * i ) / * i Ty b) y1 d é g o n flé  =  y - x 1x.pl
Après avoir déterminé les coefficients P, pour les 16 biomarqueurs, on obtient : c ) y estim i =  H i= ix i x  Pi
Régression PCR (Principal Components Analysis)
La méthode PCR consiste d'abord à réaliser une analyse PCA sur la matrice X ce qui permet d'obtenir 
une nouvelle matrice de 16 variables latentes T (Esbensen, 2009). Une régression MLR est ensuite 
effectuée sur ces variables latentes de façon à obtenir le modèle présenté à l'équation 3.4.
Équation 3.4 : Calcul des coefficients de régression p pour la m éthode PCR
p  =  (TTT ) /T Ty  où yestimé =  P * T  
Régression PLS (Partial Least Squares Régression)
La régression PLS est semblable à la régression PCR. Cependant, l'analyse permet directement de 
créer des variables latentes T qui maximise la corrélation avec le vecteur y. Pour cette raison, ce 
modèle est théoriquement le meilleur pour effectuer une réduction dimensionnel. L'algorithme 
NIPALSa été utilisé pour réaliser cette régression (Esbensen, 2009).
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Sélection des biomarqueurs statistiquement significatifs
Pour ces 4 types de régression, seules les variables (biomarqueurs) dont la variation a un effet 
statistiquement significatif ont été prises en considération. Les autres ne représentent en fait que du 
bruit associé aux mesures et à la méthode. Pour déterminer si une variable est statistiquement 
significative, l'équation 3.5 est utilisé pour calculer l'intervalle de confiance de 95 % des 
coefficients £. Le terme to.o2s,n-k représente la distribution de Student avec n observations et k 
variables. Le terme s représente la moyenne des erreurs au carré (MSE) entre y  et yestimé et le 
vecteur c représente la covariance de la matrice X'1 (ou T 1 dans le cas des variables latentes). Comme 
les coefficients P ne peuvent à la fois avoir un effet positif et négatif sur y, seuls les coefficients dont 
l'intervalle ne change pas de signe ont été sélectionnés.
Équation 3.5 : Calcul l'intervalle de confiance de 95 % des coefficients (3 :
[intervalle du coefficient P ] =  P ±  t 0 02Sin_k * s * Vc où c = diag(inv(X’*X))
3.1.4 Programmation de la p lateform e de culture cellulaire  
Après la mise au point des méthodes d'analyse, ceux-ci ont été intégrés à la plateforme de culture. La
plateforme permet d'effectuer 126 analyses (9 cultures x 7 paramètres x 2 réplicas). De plus, la
séquence d'analyse ne prend qu'une heure à effectuer. Cette plateforme permet de tester et suivre
différentes conditions de cultures en peu de temps, avec peu de matériel et main d'œuvre. Cela
permet d'obtenir rapidement plusieurs suivis de culture qui ont servi à élaborer le modèle cinétique
de croissance cellulaire. Le protocole d'utilisation de la plateforme et les étapes de la programmation
sont présentés respectivement aux annexes 4 et 10. La programmation a été réalisée à l'aide du
logiciel Evoware® (TECAN) fourni avec le robot Freedom Evo* (TECAN).
3.2 Caractérisation des cultures d ’E. californica
Cette étape a été effectuée en 3 étapes : la première consiste à suivre 9 cultures en duplicata dans 
différentes conditions avec la plateforme de culture, la seconde consiste à réaliser l'analyse 
intracellulaire des différents nutriments d'intérêt et la troisième étape permet de générer les 
constantes de l'analyse élémentaire.
3.2.1 Suivi extracellulaire des 18 cultures réalisées à l'a ide de la plateform e  
Avant de procéder à la modélisation d'£. californica, 9 cultures ont été réalisées en duplicata à l'aide
de la plateforme (protocole annexe 4). Comme le démontre le tableau 3.3, ces cultures permettent
de suivre les différents nutriments d'intérêt (glucose, phosphate, nitrate et ammonium) à hautes et à
basses concentrations.
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Tableau 3.3: Plan expérimental des différentes conditions des cultures réalisées
Condition (milieu B5) [glucose](g/L) [nitrate](mM) [Ammonium](mM) [Phosphate](mM)
Standard 20 25 5 5
Glucose bas 12,5 25 5 5
Glucose haut 35 25 5 5
N itra te bas 20 12,5 5 5
N itra te haut 20 35 5 5
Amm onium bas 20 25 1 5
Am m onium  haut 20 25 8 5
Phosphate bas 20 25 5 2
Phosphate haut 20 25 5 8
Un seul inoculum a été utilisé par lot de 9 cultures. L'inoculum utilisé est la souche C d’ E. californica 
du laboratoire (croissance la plus rapide) après 14 jours de culture en milieu B5. Les 9 cultures 
d'intérêt ont été réalisées en mélangeant 30 ml d'inoculum avec 70 ml de milieu B5 1,5X contenant 
100 mM d’EDTA et 1 mM de 2,4-D (annexe 3) autoclavé 30 minutes à 15 PSIG (121 °C). L'inoculation 
a eu lieu en condition aseptique sous une hotte biologique à flux vertical. Les cultures ont été 
incubées à température pièce (25 °C) et agité à 130 RPM sur une plaque agitatrice avec un diamètre 
d'agitation de 19 mm. La plateforme a permis de suivre les paramètres essentiels à la génération du 
modèle (phosphate, nitrate, ammonium, glucose, et biomasse sèche). Pour éviter la contamination 
des cultures lors de l’échantillonnage du robot, l’embout de prélèvement est rincé dans l’alcool avant 
chaque prélèvement. L'étanchéité des flacons de culture contre la contamination est préservée par 
un bouchon de mousse qui laisse circuler l'air (voir annexe 2). Ce bouchon, une fois perforé par 
l'embout de prélèvement, reprend sa forme initiale. Le détail des étapes d'opération et de la 
programmation du robot est présenté aux annexes 4 et 10.
3.2.2 Caractérisation in tracellu la ire  des nutrim ents des 18 cultures réalisées 
Étant donné le faible volume de culture (80 mL), l'analyse intracellulaire a été effectuée au temps
initial (conditions initiales) et final de la culture. Les analyses des ions phosphate, nitrate, ammonium
et du glucose ont été réalisées par les protocoles de la section 3.1 (annexe 5 à 8). Les cellules
récoltées après filtration 0,45 pm (environ 10 ml) ont été congelées à -20 °C. La décongélation s'est
effectuée à température pièce durant une heure. Les cellules semi-décongelées ont ensuite été
lysées par 5 passages successifs dans une seringue de 10 ml. Le surnageant récolté a été filtré à
0,45 pm. Les analyses des quatre nutriments intracellulaires ont été effectuées (annexe 5 à 8) en
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duplicata. Les résultats obtenus en mM ont été transformés en mmol/g cellules sèches avec la 
formule suivante :
f mmol ] mmola I L  1 mL b 19,6 g Cell humidec
1 | = --------- * ________ * Dilution * -------------------------- * ....... .......... ...
10 cellulesl L 1000 ml 1,1 g Cell humide 1 g Cell sèche
a) Résultats de l'analyse en mM
b) Masse volumique des cellules filtrées (m/v)
c) Relation entre la biomasse et humide déterminée à la section 4.1.3
3.2.3 Déterm ination des coefficients m olaires de la biomasse sèche d ’E.
c a lifo rn ic a  par analyse élém entaire  
Pour déterminer les coefficients de la formule élémentaire de la biomasse sèche d'E californica
(CaH6OeNpPy), l'analyse élémentaire du carbone, de l'azote, de l'oxygène, de l'hydrogène et du
phosphate a été effectuée. Pour s'assurer que les coefficients molaires d 'f. californica demeurent
constants au cours de la croissance, deux cultures ont été suivies durant 10 jours. Les échantillons de
biomasse ont été filtrés à 0,45 pM et séchés 24 h à 85 °C. L'analyse élémentaire a ensuite été réalisée
en duplicata pour chaque élément d'intérêt. Comme l'analyse est effectuée avec la biomasse totale
(x) et non la biomasse fixée (Xorg), l'hypothèse que la masse des éléments intracellulaires est
négligeable a été posée (x = Xorg). En fait, selon le l'annexe 15, la sommation du phosphate, de l'azote
et du sucre représente en moyenne moins de 1 0  % m /m  de la biomasse totale.
Exception faite du phosphate, toutes ces analyses ont été effectuées à l'aide du TruSprec Micro 
Elemental Sériés* (LECO) équipé d'une TruSpec Micro Oxygen®, appareil servant à l'analyse de 
l'oxygène. Ces appareils sont disponibles au Centre de caractérisation de matériaux de l'Université de 
Sherbrooke. Une courbe de calibration a été effectuée pour chaque substance. Trois composés purs 
ont été sélectionnés pour réaliser la courbe de calibration de chaque analyse (tableau 3.4). Ceux-ci
ont été sélectionnés de façon à bien interpoler l'élément d'intérêt. Quatre points de calibration ont
été réalisés par éléments et chaque point a été analysé en triplicata. Les coefficients de calibration 
obtenus sont supérieurs à 0,96. Pour l'analyse du phosphate total, une digestion en milieu acide a 
d'abord été faite de façon à transformer le phosphate organique en phosphate inorganique. Cette 
digestion a été réalisée en mélangeant 100 pL d'acide sulfurique concentré, 500 pL d'acide nitrique 
concentré et 0,05 g de biomasse sèche (Standard methods, 2005). Après 48 h de digestion à 80 °C, les 
échantillons ont été dosés à l'aide de la méthode colorimétrique au vert de malachite (annexe 5).
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Acétanilide Farine de seigle Phénylalanine Glycine
(501-053) 1 (502-275) 2,5 (502-642) 1 (502-211) i
Acétanilide Gluten de mais Acide 3,5 dinitrobenzoïque Potassium Biphthalate
(501-053) 1,5 (502-272) 2,5 (502-204) 1 (501-048) i
Caféine Phénylalanine Potassium Biphthalate Acide 3,5 dinitrobenzoïque
(502-205) 1 (502-642) 0,75 (501-048) 1 (502-204) 1,5
Acide
benzoîque Phénylalanine Acétanilide Acide 3,5 dinitrobenzoïque
(502-184) 1 (502-642) 1 (501-053) 1 (502-204) 1
3.3 Modélisation de la croissance d'E. californica
3.3.1 Élaboration du système d'équations d ifférentielles  
Cinétiques réactionnelles
Ce modèle à la particularité d'avoir une croissance basée sur l'analyse élémentaire et l'accumulation 
intracellulaire. Le schéma réactionnel présenté s'appuie sur les cinétiques biologiques de la cellule. 
Plus précisément, ce modèle tient compte de la différence entre les cinétiques d'entrée des substrats 
dans la cellule (réactions extracellulaires) et celle de la croissance cellulaire (réactions 
intracellulaires). Contrairement aux modèles présentés précédemment (section 2.7), celui-ci n'est 
pas basé sur les rendements qui relient l'entrée du sucre et de du nitrate directement à la croissance 
cellulaire (cinétique classique de Monod). Cette innovation permet de mieux représenter 
l'accumulation du sucre, de l'azote et du phosphate intracellulaire.
Les cinétiques présentées ont la particularité de respecter les limites physiques (et chimique) liées 
aux cinétiques enzymatiques. D'abord, ces cinétiques suivent une cinétique enzymatique de type 
Michaelis-Menten (tout comme Monod, voir équation 2.1). Ce type de cinétique a l'avantage d'être 
d'ordre 1 lorsque les concentrations des réactifs et de l'enzyme impliquées sont faibles. Ainsi, cette 
cinétique n'engendre jamais de concentration négative en nutriment contrairement à une cinétique 
d'ordre 0. Ce modèle cinétique a aussi la particularité de devenir d’ordre 0 (atteinte d'une vitesse 
maximale et constante) lorsque les concentrations de ceux-ci sont élevées. De plus, cette cinétique 
est très simple, car elle possède seulement 2 paramètres à déterminer. Dans la même logique, les 
cinétiques d'inhibition impliquées suivent la cinétique Jerusaliwski et Engambervediev (équation 2.2), 
car celle-ci ne comporte qu'un seul paramètre à déterminer.
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Réactions extrace llu la ires et cinétique d ’entrée des n u tr im e n ts  (en m m o l/(L *h ))  ,
Équation 3.6: Entré du phosphate extracellulaire
«ilPO.4e PO.4 i
Équation 3.8: Entré de l'ammonium extracellulaire
NH. NH4l
Équation 3.7: Cinétique d'entrée du phosphate extracellulaire
_  a l *  P°*e kp04a___ ^
kp o 4e + po4e kpoAii+  poAi 0T9  
Équation 3.9: Cinétiques d'entrée de l'ammonium extracellulaire
(p*a = e2a * nh4e * x org : <P2b =  0 2b * nh4i * x org
Équation 3.10: Entrédu nitrate extracellulaire
NOze -*<p '^N O zi
Équation 3.12: Entré du glucose extracellulaire
Se
Équation 3.11: Cinétiques d 'entrée du nitrate extracellulaire
,„3 _  03 * ___n£2£___ * ___p£±i___* ....kna_  *
kno3e +  no3e kpo+i +  p o ^  kn a  +  n* o r& 
Équation 3.13: Cinétiques d'entrée du glucose extracellulaire
<p e4
pp*i--------- ’ ---------------- * xnrakse +  se k p o 4 i + p o 4i y  
Équation 3.15: Cinétiques de l'oxygène extracellulaireÉquation 3.14: Entré l'oxygène extracellulaire 
0 2e 0 2i
Réactions in trace llu la ires  :
Équation 3.16: Réaction simplifiée du catabolisme (en mmol/(L*h))
<ps =  0S * -— — —  * x  =  B5' * xkOze + o rg = OUR
S i +  6 0 2i ■*>«(-► 6 C 0 2i +  6 H 2 0
Équation 3.17: Cinétique du catabolisme (en mmol/(L*h)}




ko2i +  o2i ksi +  si kpo4i +  po4i " ors ~  kst +  st kpoAt +  po4i org
Équation 3.18: Réaction simplifiée de l’anabolisme (en mmo!/(L*h), g Xorg/(L*h))
+  p(N i )  +  y  * P04i -»<p7-» Xorg =  CaH60 ENpPY (Analyse élémentaire)
Équation 3.19: Cinétique de l'anabolisme (en mmol/(L*h), g Xofg/(L*h)}
r e7
po4i
knt +  nt kpo4i +  po4i kst +  s . *x ,org
Système d ’équations d iffé rentie lles
Équation 3.20: Système d'équations différentielles
a ) ÿ % i  =  -<P 1 b) =  -  <p** +  (p2b
% dno-\e oc ) _ ^ l  =  _ Ç , 3
j-x dSe ±d ) - ^ « - * 4-<P e) " T 1 — 0 '  dt
9 )
dpi (<px — y * <p7)
d t vorg
h )
d(no3i +  nh4i) d rij (<p2a-cp2b +  (p3 -  /? * <p7)
d t d t '■org
dst (<P4 “  #  * <P7) “  <P6
o  —  = ---------------------------




k ) x  =  [po4l * Mpo4 +  n t * Mnh4 +  Si *  Ms ] * x  +  x,o rg
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Explications des hypothèses liées au m étabolism e du phosphate :
L’entrée du phosphate dans la cellule semble limitée par la concentration extracellulaire de ce 
dernier (cinétique Michaelis-Menten, équation 3.6 et 3.7). De plus, l'observation des figures 4.8 q et 
4.9 r semble démontrer que l’entrée du phosphate dans la cellule est inhibée par la concentration 
intracellulaire de ce dernier (cinétique Jerusaliwski et Engambervediev). La présence de phosphate 
intracellulaire semble aussi avoir un effet positif sur l'entrée du nitrate et des glucides simples (dont 
le glucose) dans la cellule (équations 3.11 et 3.13). Cette hypothèse peut s'expliquer par le fa it que 
ces deux nutriments entrent dans la cellule par transport actif (diffusion facilitée) ce qui nécessite la 
présence de phosphate (sous forme d'ATP) comme source d'énergie (N. A. Campbell, 1995). Le 
phosphate intracellulaire est aussi impliqué dans la réaction du catabolisme (voir équation 3.16 et 
3.17). En fait, l'équation 3.16 n'est pas tout à fait exacte. Ele devrait plutôt sécrire sous la forme 
suivante (N. A. Campbell, 1995) :
Équation 3.21: Réaction du catabolisme {en mol/(gX*h))
5 j+  60 2l +  36 P04l +  36ADP ^ 6 C 0 2i +  6H20  +  36 ATP
Cependant, la méthode d'analyse du phosphate sélectionnée (annexe 5) permet de doser les 
phosphates sous forme de nucléotide triphosphate (NTP) et de phosphate inorganique (Bioxys, 
2011). Par le fait même, le phosphate intracellulaire représente donc la somme de ces molécules. 
Cela permet aussi de transformer l'équation 3.21 en une forme plus simple (équation 3.16). Le 
phosphate intracellulaire est aussi impliqué dans la réaction de l'anabolisme sous forme d'une 
cinétique Michaelis-Menten (équation 3.18 & 3.19). En fait, il est bien connu que le phosphate est 
l'un des principaux éléments limitant la croissance des plantes (Sirois, 1997 & Lamboursain, 2005).
Explications des hypothèses liées au m étabo lism e de l ’azote :
Comme expliqué précédemment, l'entrée du nitrate dans la cellule se fa it par transport actif (N. A. 
Campbell, 1995) ce qui implique une cinétique Michaelis-Menten par rapport aux concentrations 
extracellulaire du phosphate et du nitrate (équation 3.10 et 3.11). De plus,l'observation des figures 
figures 4.8 i et 4.8 j semble démontrer que l'absorption du nitrate semble limitée par la présence 
extracellulaire de ce dernier (cinétique Michaelis-Menten) et inhibée par la présence intracellulaire 
d'azote inorganique (cinétique Jerusaliwski et Engambervediev)
En observant la figure 4.8 b, l'entrée de l'ammonium dans la cellule semble suivre une cinétique 
d'ordre 1 par rapport à sa concentration (équation 3.8 et 3.9). Son entrée sans la cellule se fait par 
diffusion à l'aide de transporteur (A. D.M. Glass, 2002). À haute concentration en ammonium
intracellulaire (lorsque le sucre est épuisé), l'ammonium sort de la cellule pour redevenir 
extracellulaire (voir figure 4.8 c et 4.8 d). La sortie de l’ammonium de la cellule semble suivre une 
cinétique d'ordre 1 (équation 3.8 et 3.9) par rapport à l'azote intracellulaire inorganique.
Concernant l'implication de l'azote intracellulaire dans l'anabolisme, il faut d'abord prendre en 
considération une autre équation chimique qui permet de transformer le nitrate en ammonium 
(Glass, 2002).
Équation 3.22: Réaction de réduction du nitrate en ammonium (en mol/(gX*h))
1 N 03i +  2 H2O 1 NH41 +  2 02
Une fois transformé en ammonium, l'azote sera fixé en biomasse en suivant une cinétique Michaelis- 
Menten. C'est pour cela qu'il est préférable d'utiliser la masse molaire de l'ammonium au lieu de 
celle du nitrate dans l'équations 3.20 k. Cependant, il est très complexe de comprendre et découpler 
les nombreuses cinétiques intracellulaires. Pour cette raison, l'azote intracellulaire est représenté par 
la somme de l'ammonium et du nitrate intracellulaire (équation 3.20 h).
Explications des hypothèses liées au m étabolism e des g luc ides sim ples (sucre) :
En suivant la même logique que le nitrate, l'entrée des glucides simples dans la cellule suit une
cinétique Michaelis-Menten par rapport au sucre extracellulaire et au phosphate intracellulaire
(équation 3.12 et 3.13). De plus, tout comme le phosphate, le sucre intracellulaire est impliqué dans
les réactions du catabolisme et de l'anabolisme en suivant une cinétique de type Michaelis-Menten.
Pour simplifier le problème, seul le glucose a été utilisé comme source de glucide lors des
expériences de modélisation.
Explications des hypothèses liées au m étabolism e ce llu la ire  (N. A. Campbell, 1995):
Dans ce modèle, le métabolisme intracellulaire est résumé en deux réactions. La réaction du
catabolisme est responsable de la respiration cellulaire créant de l'énergie sous forme d'ATP. Elle
implique la présence de glucose, de phosphate et d'oxygène intracellulaire (équations 3.16 et 3.17).
Cette réaction d'oxydation est responsable en partie de l'élimination du sucre intracellulaire. La
réaction de l'anabolisme (équations 3.18 et 3.19) est en fa it un résumé des réactions de réduction
des composées intracellulaire (N03„ NH*, PO* et Si) en composé organique composant la biomasse
fixée (Xorg). Cette biomasse est principalement composée des quatre grandes familles de
macromolécules, soit les protéines, les lipides, les polysaccharides et les acides nucléiques. Il est
possible de représenter la biomasse organique sous forme de formule moléculaire (CaH5 0 ENpPY).
Cette forme a été déterminée à l'aide de l'analyse élémentaire (section 3.2.3 et 4.2.3). Contrairement
aux autres modèles, les réactions biologiques impliquées dans celui-ci ne font pas intervenir la
biomasse totale (X), mais plutôt la biomasse organique fixée (Xorg). En fait, il est plus logique que les
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réactions impliquées soient proportionnelles à la machinerie cellulaire (représenté par Xorg), plutôt 
que par l'addition de la machinerie cellulaire et des composés intracellulaire (représentée par X).
Explications des autres hypothèses du modèle c inétique
D'abord, l'entrée de l'oxygène dans la cellule et la consommation de ce denier est non limitante. Cela 
s'explique par le fait que la croissance des cellules végétales est relativement lente par rapport à la 
diffusion extracellulaire et intracellulaire de l'oxygène. Plus précisément, le temps de dédoublement 
d 'f. californica est d'environ 100 h (Sirois,1997). En fait, l'hypothèse posée correspond à un état de 
quasi régime permanant représenté par une valeur relativement élevé de l'absorbtion d'oxygène 
(OUR, équations 3.15). L'oxygène intracellulaire et extracellulaire ne sera donc pas considéré dans le 
système d'équations différentielles, car son bilan différentiel est nul (équations 3.20 e et 3.20 f). 
L'hypothèse que le pH a peu d'influence a aussi été faite. Au cours de la culture, le pH varie de 5,5 à
6,3. Cette plage étant faible, l'effet de ce dernier a donc considéré comme négligeable. Les autres 
éléments nutritifs du milieu B5 peuvent aussi avoir un effet sur la croissance cellulaire. Pour 
simplifier le problème, l'hypothèse que ces éléments sont présents en quantité non limitants a été 
posée. Comme les réactions sont réalisées en mode cuvée (batch), le volume est considéré comme 
constant (équation 3.20 L). Le volume total d'échantillonnage (£ 5 %) et l'évaporation ont été 
considérés comme négligeables.
3.3.2 Déterm ination des taux de réaction m axim aux (0 ‘)
Les taux de réaction maximale des équations 3.6 (absorption du phosphate, 01), 3.8 (absorption de
l'ammonium, 02a), 3.10 (absorption du nitrate, 03), 3.12 (absorption du glucose 04) et 3.19
(anabolisme, 07) ont été déterminés à l'aide d'un estimateur (équation 3.24). Pour évaluer 07,
l'hypothèse que la masse des éléments intracellulaire est négligeable a été posée (x = xorg). Les
équations ont été simplifiées sous la forme suivante pour estimer le taux de réaction réel :
Équation 3.23 : réactions simplifiées sous form e du taux de réaction réel
£ 3  =  (p i  =  Q i r é e l  „  x  g t  =  ^ «  =  q 2  ré e l *  n h ^  *  x  (p Q u r  nh4e)
L'estimateur utilisé est l'algorithme basé sur les moindres carrés récursifs (Dochain, 2008), il s'agit en 
fait d'une méthode incrémentable réalisée dans Excel à l'aide des étapes présentées ci-bas :
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Équation 3.24: Algorithme de l'estim ateur basé sur les moindres carrés récursifs
1) Calculer y et 0,
y t  -  £ t+1 -  £t
0t =  At * x(et) ou 0 [  =  At * x * nh4e (pour nh4e)
2) Calculer g t
3 t = Sy L[ l -  9 t - i \  (Y f ixé  à 0,9)
3) Estimer 0
0 1+1 =  & 't  +  g t 0 t ( y t  ~~ 0 ï &  t )
4) Reconstruire le profil des variables
e ' t + i  =  e' t  +  0 j d ' t
5) Recommencer la boucle au début pour le temps t+1
Pour chaque variable, les taux de croissance réels ont été estimés et représentés graphiquement en 
fonction de la concentration de la variable d'intérêt.
3.3.3 Déterm ination des constantes de demi-vitesse (ki)
Les constantes de demi-vitesse de réaction ont été estimées et compilées au tableau 4.6. En ce qui
concerne les constantes des réactions présentant une cinétique de type Michaelis-Menten, toutes 
les constantes estimées ont la forme d'un échelon. Cela revient à dire que la constante de demi- 
vitesse correspond à une concentration très faible. Les constantes kpo4e, kno3e, kseont été estimées 
graphiquement à l'aide des figures respectives 4.7 a, 4.7 c et 4.7 d générées par l'estimateur. Ces 
constantes représentent les concentrations pour lesquelles les demi-vitesses maximales sont 
atteintes. Pour les constantes intracellulaires kpo4i/ kn( et ksi, une autre hypothèse a été posée : les 
valeurs utilisées pour les simulations correspondent aux plus faibles concentrations intracellulaires 
observées en fin de cultures (annexe 15). Il ne s'agit en fait que d'une estimée de l'ordre de grandeur 
de ces constantes. En ce qui concerne les constantes des réactions présentant une cinétique de type 
Jerusaliwski et Engambervediev (kpo4li et ko*), les valeurs ont été estimées de façon à minimiser la 
somme des erreurs au carré entre les simulations et les observations des 18 cultures.
3.3.4 Simulations du modèle cinétique
Les valeurs des constantes évaluées aux sections 3.2.3, 3.3.2 et 3.3.3 ont servi à simuler les 18
cultures (voir figure 4.8). Le script Matlab* du modèle de simulation de la cinétique cellulaire d 'f. 
californica est présenté à l'annexe 11. Les annexes 12 et 13 correspondent respectivement à un 
exemple de script Matlab* des paramètres initiaux et à l'affichage graphique des résultats de la 
simulation.
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4 Résultats et discussion
4.1 Élaboration d'une plateforme à haute capacité analytique
4 .1 .1  Évaluation de l ’interférence des méthodes sélectionnées 
Les résultats de la figure 4.1 illustrent les courbes de calibration des différentes méthodes réalisées
dans différents milieux (voir section 3.1.1). Pour toutes les méthodes, les coefficients de corrélation
des régressions linéaires sont supérieurs à 0,98. À l'exception de l’analyse du glucose, il n'y a que peu
d'interférence avec les milieux testés. L'analyse ANOVA présentée au tableau 4.1 démontre que les 3
méthodes colorimétriques sélectionnées pour doser les ions n'interfèrent pas avec le milieu de
culture B5 (p value > 0,05), contrairement au glucomètre et au réfractomètre. Pour ces deux
méthodes, les courbes de calibration réalisées en milieu B5 ont été utilisées pour corriger la valeur
réelle lors des cultures (figure 4.1 d et 4.1 e). Il est aussi intéressant de remarquer que l'interférence
avec le glucomètre diminue lorsque la salinité de celui-ci s'approche d'un milieu isotonique (figure
4.1 d). Ce phénomène s'explique par le fa it que l'appareil est calibré pour analyser du sang (un milieu 
isotonique). Autrement dit, La salinité du milieu d'analyse semble interférer avec la mesure de la 
teneur en glucose.
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Figure 4.1: Évaluation de l ’interférence des m éthodes sélectionnées
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Figure 4.1 (suite): Évaluation de l ’in terférence des méthodes sélectionnées




(intervalle 95 %) p value
Significatif 
(intervalle 95 %)
n o 3 4,0E-22 Oui 0,053 Non
P04 3,1E-19 Oui 0,136 Non
n h 4 7,9E-10 Oui 0,694 Non
Glucomètre 5,4E-21 Oui 3,0E-16 Oui
Réfractomètre 9,5E-29 Oui 5,8E-07 Oui
4.1.2 Validation en culture des méthodes sélectionnées pour doser les 
différents substrats
Les 5 méthodes sélectionnées ont été comparées aux méthodes de références (voir section 3.1.2). 
Visuellement, la figure 4.2 démontre que les méthodes sélectionnées donnent sensiblement les 
mêmes résultats que les méthodes de référence. Cette observation semble confirmée au tableau 4.2, 
car les relations entre les méthodes sélectionnées et les méthodes de références sont bien corrélées 
(R2 > 0,97). De plus, la déviation moyenne inter-méthodes est du même ordre de grandeur que la 
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Figure 4.2: Comparaison en culture des méthodes sélectionnées e t des méthodes de référence 
Tableau 4.2 : Comparaison en culture des méthodes sélectionnées et des méthodes de référence




Moyen des écarts 
inter-méthodes
Moyenne des écarts 
types inter-réplicas
R2 Y = a*X+b (% écart moyen) (% écart type moyen)
Nitrate 0,976 Y = 0,866x -  0,876 12 7
Phosphate 0,994 Y = 0,903x + 0,061 9 5
Ammonium 0,997 Y =0,9998x + 0,0065 9 8
Glucomètre 0,992 Y = l,060x + 0,170 8 5
Réfractomètre 0,981 Y = 0,804x + 5,3923 8 7
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4.1.3 Modèles m ultivariables re lian t les b iom arqueurs endogènes à la 
croissance cellulaire.
Cette section correspond aux résultats et à l'analyse de la section 3.1.3. La figure 4.3 illustre que les 
deux duplicatas de chaque culture semblent suivre une tendance très similaire en ce qui concerne la 
biomasse sèche et humide. De plus, la moyenne des écarts inter-réplicas associée à la biomasse 
sèche (5,5 %) et humide (7,4 %) est plus faible que la celle associée au compte à l'hémacytomètre (40 
%). Le coefficient de corrélation entre les méthodes représentant la biomasse (sèche et humide) est 
de 0,99 et la relation entre ces deux méthodes est XhUmide= 19,6*Xsèche. La corrélation entre les 
méthodes représentant le compte cellulaire (hémacytomètre et coloration de l'ADN) n’est cependant 
pas très bonne (R2 = 0,37). Ce résultat s'explique par la faible précision du comptage à 
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Figure 4.3 : Suivi de la croissance d 'E. californica  à l'aide des méthodes de référence
La figure 4.4 démontre que le suivi des biomarqueurs sur le surnageant (après décantation des 
cellules) ne comporte pas d'augmentation et diminution soudaine de la fluorescence observable sous 
forme de pics. Cela n'est pas le cas pour l'analyse de la suspension cellulaire où l'on voit la présence
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de pics. Cette observation peut s'expliquer par la difficulté d'obtenir un échantillon (contenant des 
amas cellulaires) qui est homogène et représentatif de la culture.
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Figure 4.4: Suivi de la croissance d 'f . californica  par fluorescence des biom arqueurs endogènes 
Les tableaux 4.3 et 4.4 représentent la compilation des régressions multivariables entre les méthodes 
de références de suivi de la croissance et la méthode des biomarqueurs réalisés respectivement sur 
la suspension cellulaire et sur le surnageant. Le meilleur modèle obtenu est la régression PLS 
effectuée entre la fluorescence du surnageant des 16 biomarqueurs et la biomasse sèche. Le 
coefficient de corrélation de prédiction de cette régression de 0,9770. Le modèle PLS effectué entre 
les biomarqueurs (du surnageant) et la biomasse humide donne aussi une bonne prédiction avec un 
coefficient de corrélation de 0,9714. Les modèles de régression permettant de reconstruire le 
comptage à l'hémacytomètre sont moins intéressants que ceux développés pour les autres 
méthodes à cause de la faible précision de la méthode de référence. Ces modèles génèrent plutôt 
des estimations que des mesures utilisables pour la modélisation.
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Tableau 4.3 : Modèles de régression multivariable reliant les méthodes de références à l'analyse de biomarqueurs 
effectuée sur la suspension cellulaire d 'E. californica
Réponse d’intérêt Mode de régression variables significatives (95 %) R2 prédiction
X humide
MLR 81 B4 B5 86 B9 B10 B l l  B12 B13 B14 0,6690
Pas à pas B1 0,7058
PCR T1T2 0,6690
PLS T1 T 2 T 3 T 4 T 5 T 6 T 7 0,9015
X sèche
MLR B1 B2 84 85 B6 B9 B10 B l l  B12 B13 B14 B16 0,6764
Pas à pas 81 0,7311
PCR T 1 T 2 T 3 T 4 0,7486
PLS T 1T2 T 3 T 4 T 5  T6 T7 0,9028
Comptage cellulaire
MLR B2 B10 B14 0,3855




MLR B2 B3 B6 B12 814 B15 B16 0,0919
Pas à pas B6 0,5148
PCR T1T2 0,3800
PLS T 1T 2 T3 T4 0,8835
Tableau 4 .4  : Modèles de régression multivariable reliant les méthodes de références à l'analyse de biomarqueurs 
effectuée sur le surnageant de cultures d'£. californica
Réponse d’intérêt Mode de régression Variables significatives (95 %) R2 prédiction
X humide
MLR B3 B12 B14 B15 0,6688
Pas à pas B6 B l l  B16 0,9006
PCR T 1 T 2 T 3 T 4 T 5 0,9530
PLS T 1 T 2 T 3 T 4 T 5  T6 0,9714
X sèche
MLR B3 B12 B14 B15 0,7040
Pas à pas B6B11B16 0,9138
PCR T1 T2 T3 T4 T5 0,9608
PLS T1T2 T3 T4 T5 T6 0,9770
Comptage cellulaire
MLR 814 0,3600
Pas à pas B7 B l l 0,6876
PCR T1T2 0,6180
PLS T1 T2 T3 0,7187
Coloration de l'ADN
MLR Aucune 0
Pas à pas 86 0,5026
PCR T1 0,4194
PLS T l,  T2 0,7073
Avec ces modèles, il est possible de reconstruire les profils de croissance. La figure 4.5 représente un 
exemple de reconstruction réalisé à partir de la régression PLS entre la biomasse sèche et le
35
surnageant (tableau 4.4). Il ne s'agit cependant pas d'une validation externe. Pour les deux cultures, 
les coefficients de corrélation de prédiction sont respectivement 0,993 et 0,973. Le modèle obtenu 
est le suivant :
Équation 4.1 : M odèle de régression PLS entre la biomasse sèche et les biomarqueurs effectués sur le surnageant 
Yxsèche= 0,805 x T1 - 0,300 x T2 + 0,256 x T3 - 0,203 x T4 + 0,154 x T5 - 0,094 x T6
Cependant, le modèle utilisé pour évaluer la biomasse sèche lors de la modélisation cellulaire 
(section 3.3) est le modèle pas à pas (tableau 4.4). Ce modèle à l'avantage d'être simple, car il utilise 
seulement 3 biomarqueurs. Le coefficient de corrélation de prédiction est de 0,9138. La formule de 
ce modèle est présentée à l'équation 4.2.
Équation 4.2 : M odèle de régression pas à pas entre la biomasse sèche e t les biomarqueurs effectués sur la suspension
YxSèche= 0,770 x B6 - 0,355 x B l l  + 0,216 x B16
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Figure 4.5: Exemple de reconstruction du profil de croissance à l'aide du modèle de régression PLS développée entre la 
biomasse sèche et les biomarqueurs
4.2 Caractérisation des cultures d’E. californica
4.2.1 S u iv i e x tra c e llu la ire  des 18 c u ltu re s  ré a lis é e s  à l 'a id e  de la  p la te fo rm e  
Les résultats de suivi des 18 cultures réalisées (section 3.2.1) sont compilés à l'annexe 14. Ces
données brutes ont été utilisées pour déterminer le modèle cinétique présenté aux sections 3.3.1 et
4.3.
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4.2 .2  Caractérisation intracellu la ire  des nutrim ents des 18 cultures réalisées 
L'annexe 15 compile tous les résultats de l'analyse intracellulaire (voir section 3.2.2). Les échantillons
au temps 0 correspondent aux analyses effectuées sur l'inoculum ayant servi au lot des 9 cultures. Ce
sont ces conditions qui ont été utilisées comme conditions initiales des simulations réalisées à la
section 4.3.3. L'analyse du phosphate représente la somme du phosphate et de l’ATP. La somme
molaire de l'azote intracellulaire (ammonium + nitrate) a aussi été réalisée, car le modèle développé
est basé sur la somme de ceux-ci pour représenter l'azote intracellulaire inorganique (section 3.3.1)
4.2.3 Déterm ination des coefficients m olaires de la biomasse sèche d ’£. 
cal i fornica  par analyse élém entaire
La figure 4.6 illustre les résultats de l'analyse élémentaire réalisée en duplicata sur 2 cultures durant
10 jours (section 3.2.3). Il est possible de constater que les valeurs des coefficients massiques (et 
molaire) de la biomasse demeurent sensiblement constantes durant les 10 jours de culture. Ce 
constat est renforcé par le fait que pour tous les éléments, la moyenne des écarts interréplicas est du 
même ordre de grandeur que l'écart type obtenu avec la moyenne des 10 jours de cultures (tableau 
4.5). Une analyse statistique ANOVA à 2 facteurs (Montgomery, 2009) a aussi été réalisée. Les 2 
facteurs sont le temps et la culture (lot). L'analyse a démontré que ces paramètres n'ont pas d'effet 
significatif sur les coefficients molaires (intervalle de confiance de 95 %, P value > 0,05). Les 
coefficients présentés au tableau 4.5 sont donc ceux qui ont été utilisés à la section 4.3.3 pour 






























Figure 4.6 : Analyses élémentaires réalisées sur deux cultures en duplicata durant 10 jours
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Carbone a 33,4 1/3 1,1
Hydrogène 6 54,7 2,02 2,06
oxygène E 25,3 0,45 0,43
Azote P 2,66 0,136 0,136
Phosphate V 0,215 0,105 0,106
4.3 Modélisation de la croissance d’E. californica
Le modèle développé a la particularité d'avoir une croissance basée sur l'analyse élémentaire et 
l'accumulation intracellulaire.
4.3.1 Déterm ination des taux de réaction m axim aux (0>)
La figure 4.7 représente la compilation des estimations des taux de réaction réels des 18 cultures
(voir section 3.3.2). Ces graphiques servent à déterminer les taux de réaction maximale 0' des
réactions estimées à l'aide d'un estimateur basé sur les moindres carrés récursifs. La figure 4.7a
démontre que le taux de réaction maximal observé correspondant à l'absorption du phosphate (01)
est d'environ 0,013 mmol PO jg  cell h. Cette valeur a donc été utilisée dans le modèle de simulation
Matlab* (annexe 11). Le taux de réaction maximal observé de l'entrée de l'ammonium (02) est
d'environ 0,0090 L/g cell h. Comme il s'agit d'un équilibre chimique, le taux de réaction maximale 02a
semble être 2 fois plus élevé que celui observé à la figure 4.7 b. La valeur utilisée dans le modèle de
simulation est donc de 0,018 L/g cell h. Le taux de réaction maximal de sortie de l'ammonium 02b de
la cellule a été fixé de façon à minimiser la somme des erreurs au carré entre les simulations et les
observations des 18 cultures. Cette valeur a été estimée à 0,0050 L/g cell h. La figure 4.7 c démontre
que le taux de réaction maximal observé d'entré du nitrate (03) est d'environ 0,027 mmol N03/g cell
h. Cette valeur a donc été utilisée dans le modèle de simulation M atlab*. La figure 4.7 d illustre que
le taux de réaction maximal observé d'entré du glucose (04) est d’environ 0,024 g glucose/gcell h.
Convertie en mmol, la valeur de 0,13 mmol glucose/g cell h a donc été utilisée dans le modèle de
simulation Matlab*. La figure 4.7 e démontre que le taux de croissance maximal observé (07) est
d'environ 0,0065 h 1. Cette valeur a donc été utilisée dans le modèle de simulation Matlab*. Enfin le
taux de réaction de la respiration cellulaire (06) a été estimé à 0,097 mmol glucose/g cell h de façon
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Figure 4.7: Estimation des taux de réaction réels des 18 cultures
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d) Estimation du taux de réaction du glucose (Q4observé) 
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Figure 4.7 (suite) : Estimation des taux de réaction réels des 18 cultures
4.3.2 Déterm ination des constantes de demi-vitesse (k i)
Les constantes de demi-vitesse de réaction ont été estimées à l'aide de la méthodologie présenté à la
section 3.3.3. Ces dernières sont compilées au tableau 4.6. Les constantes des réactions présentant
une cinétique de type Michaelis-Menten ont été estimées ont la forme d'un échelon. Les constantes
kpo4e, kno3e, kseont été estimées graphiquement à l'aide des figures respectives 4.7 a, 4.7 c et 4.7 d.
Pour estimer les constantes intracellulaires kpo4i, kn, et ks;, les valeurs utilisées pour les simulations
correspondent aux plus faibles concentrations intracellulaires observées en fin de cultures (annexe
15). Il ne s'agit en fait que d'un estimé de l'ordre de grandeur de ces constantes. Les constantes des
réactions présentant une cinétique de type Jerusaliwski et Engambervediev (kpo4ll et kn») ont été
estimées de façon à minimiser la somme des erreurs au carré entre les simulations et les
observations des 18 cultures.
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Tableau 4.6: Estimation des constantes de demi-vitesse de réaction (ki) et des concentrations optimales
Constante Valeur estimée Réaction (s) Substrat Concentration optimale
kpo4e 0,10 mmol/L Équation 3.6 P04e > 1,9 mmol/L
NA NA Équation 3.8 nh4e > 8 mmol/g cell.
kno3e 1,0 mmol/L Équation 3.10 no3e > 19 mmol/L
kse 1,0 mmol/L Équation 3.12 se > 19 mmol/L
kpo4i 0,010 mmoi/g cell. Équations 3.16 et 3.18 po4j > 0,19 mmol/g cell.
kn, 0,020 mmol/g cell. Équation 3.18 ni > 0,38 mmol/g cell.
ksi 0,020 mmol/g cell. Équations 3.16 et 3.18 Si > 0,38 mmol/g cell.
kpo4ij 0,10 mmol/g cell. Équation 3.6 po4i < 0,0052 mmol/g cell.
kn,, 3,0 mmol/g cell. Équation 3.10 ni < 0,16 mmol/g cell.
À partir de ces constantes, il est possible d'estimer les concentrations optimales pour chaque 
réaction. Les concentrations optimales présentées au tableau 4.6 correspondent aux concentrations 
pour laquelle on obtient plus de 95 % de la vitesse maximale des réactions d'entré des nutriments 
dans la cellule. Les concentrations de substrat expérimenté ne sont pas suffisamment élevées pour 
vérifier s'il y a présence d'inhibition par excès de substrat. Autrement dit, avec ce modèle, on ne sait 
pas à quelles concentrations de substrat les vitesses des réactions extracellulaires commencent à 
diminuer. Si l'on maintient ces concentrations constantes à l'aide de boucles de contrôle, ces valeurs 
optimales permettent de maximiser la vitesse d’entrée de ces nutriments dans la cellule, tout en 
minimisant la quantité de nutriment à ajouter au milieu de culture.
4.3.3 Résultats et analyse des sim ulations du modèle cinétique  
L'affichage graphique des simulations a été réalisé à l'aide des fichiers Matlab® pour les 18 cultures
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Figure 4.8 (légende): Simulation des variables d 'intérêt des 18 cultures en fonction du temps (en heures)
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Figure 4.8: Simulation des variables d 'intérêt des 18 cultures en fonction du temps (en heures)
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Figure 4.8 (suite): Simulation des variables d'intérêt des 18 cultures en fonction du temps (en heures)
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g) Nitrate bas, lot#l
















h) Nitrate bas, lot#2
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Figure 4.8 (suite): Simulation des variables d'intérêt des 18 cultures en fonction du temps (en heures)
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j) Nitrate haut, lot#2






















k) Ammonium bas, lot#l
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Figure 4.8 (suite): Simulation des variables d'intérêt des 18 cultures en fonction du temps (en heures)
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Figure 4.8 (suite): Simulation des variables d'intérêt des 18 cultures en fonction du temps (en heures)
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p) Phosphate bas, lot#2
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Figure 4.8 (suite): Simulation des variables d’ intérêt des 18 cultures en fonction du temps (en heures)
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Dans l'ensemble, le modèle proposé permet de représenter la cinétique du métabolisme d 'f  
californica en milieu B5. Des erreurs au modèle sont cependant observables et quelques 
améliorations pourraient être faites. D'abord, le taux de croissance (07) semble surestimé lorsque la 
concentration initiale en glucose est basse (figure 4.8 c et 4.8 d) et sous-estimé lorsque la 
concentration initiale en glucose est élevée. Ce phénomène pourrait s'expliquer par le fa it que la 
respiration cellulaire augmente à basse concentration en biomasse. Comme il y a moins de cellules, 
l'oxygène dissous présent est probablement plus élevé ce qui fait augmenter la respiration par 
cellules. En incluant l'oxygène dissous dans le modèle, il serait possible de mieux comprendre cette 
dynamique.
Le métabolisme de l'azote pourrait aussi être optimisé. En effectuant plusieurs suivis intracellulaires 
du nitrate et de l'ammonium, il serait possible d'en déduire la cinétique de transformation du nitrate 
en ammonium. Ainsi, les réactions de fixation de l'azote en biomasse (^>7) et de sortie de 
l'ammonium de la cellule (<p2b) pourraient à leur tour être optimisées en utilisant l'ammonium 
intracellulaire comme réactif plutôt que la somme du nitrate et de l'ammonium.
En ce qui concerne l'accumulation intracellulaire, il est possible de constater que les valeurs 
intracellulaires finales en azote et en phosphate semblent surestimées. Ce constat peut s'expliquer 
par le fait que les méthodes d'analyse intracellulaire interfèrent avec les nombreux composés 
intracellulaires dissous. Idéalement, l'utilisation d'un HPLC permettrait d'avoir une meilleure 
précision lors de l'analyse intracellulaire du phosphate, de l'ammonium et du nitrate. Il se peut aussi 
qu'il y ait des composés intermédiaires dissous que les méthodes d'analyse intracellulaire ne dosent 
pas. L'urée et les nucléotides monophosphate (NMP) et diphosphate (NDP) sont des exemples de 
composés qui peuvent expliquer une surestimation de l'azote et du phosphate intracellulaire. La 
consommation du glucose intracellulaire semble aussi augmenter rapidement lorsque la 
concentration extracellulaire devient nulle. Cette observation cause une baisse rapide en fin de 
culture de la biomasse totale. Une telle baisse n'a pas été observée avec les données expérimentales. 
Pour corriger le modèle, différents métabolites pourraient être ajoutés au modèle. Des substances 
comme l'amidon ainsi que les principaux intermédiaires de la glycolyse et du cycle de Krebs en sont 
des exemples.
D'autres conditions de cultures doivent aussi être expérimentées pour obtenir de l'information sur 
les cinétiques en conditions extrêmes. Tester de très basses concentrations en ammonium, en nitrate 
et en phosphate permettrait de prédire plus adéquatement la limitation de ces nutriments sur le taux 
de croissance. À l'autre extrême, tester des concentrations élevées permettrait de déterminer s'il y a 
inhibition de la croissance par ces composées présentes à haute concentration. Lorsque ces
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expériences auront été réalisées, il sera possible de déterminer les concentrations optimales des 
nutriments. D'autres paramètres peuvent aussi être ajoutés au modèle. La température, le pH et les 
autres éléments nutritifs du milieu B5 en sont des exemples.
Le modèle proposé n'est pas parfait. Mais il a la particularité d'être simple (seulement 7 réactions) 
tout en donnant une bonne idée de l'accumulation intracellulaire. De plus, les constantes cinétiques 
sont relativement simples à trouver grâce à l'utilisation d'estimateur. Ce modèle peut aussi servir à 
modéliser d'autres lignées cellulaires de n'importe quel règne du vivant. Mais la principale force de 
ce modèle, est que l'accumulation intracellulaire modélisée servira de conditions initiales aux 
modèles de production de métabolites secondaires. Plus précisément pour E. californica, il sera 
possible de prédire quels sont les effets de l'accumulation intracellulaire de glucose, de l'azote et du 
phosphate sur la production d'alcaloïdes et de sanguinarine.
5 Conclusion
Le premier objectif de cette maîtrise était de développer une plateforme à haute capacité analytique 
permettant d'effectuer le suivi de plusieurs cultures cellulaires (présenté sous forme d'article). Cette 
plateforme est composée de 9 minibioréacteurs incorporés dans un robot pipetteur Freedom Evo ® 
(TECAN). En plus de prélever de façon aseptique et automatique les cultures cellulaires, ce robot 
permet l'analyse en duplicata de 7 variables de croissance : le sucre total, le glucose, le phosphate, le 
nitrate, l'ammonium, la biomasse et le compte cellulaire. Les méthodes d'analyse sélectionnées sont 
simples, rapides, peu dispendieuses, peu intrusives et nécessitent un faible volume 
d'échantillonnage. Par culture, seulement 400 pL sont nécessaires pour effectuer 7 analyses en 
duplicata (figure 3.1). Pour 9 cultures, cela donne un total de 126 analyses. De plus, la séquence 
d'analyse ne prend qu'une heure à effectuer. Cette plateforme a permis de tester et de suivre 
différentes conditions de cultures en peu de temps, avec peu de matériel et main d'œuvre. Cela a 
permis d'obtenir rapidement plusieurs suivis de culture qui ont servi à élaborer un modèle cinétique 
de croissance cellulaire. La rapidité d'analyse de ces méthodes représente aussi une retombée 
importante pour le contrôle des bioprocédés en général. Grâce au faible temps de réponse de ces 
techniques, il pourrait aussi possible d'implanter des boucles de contrôle des nutriments dans les 
bioprocédés et ainsi maintenir optimale la concentration de différents substrats.
Le modèle cellulaire sélectionné pour tester la plateforme est une lignée de cellules d’ Eschschoitzia 
californica (Pavot de la Californie) qui a été dédifférenciée et mise en suspension. Cet organisme à la 
capacité de produire la sanguinarine, un alcaloïde prometteur pour le traitement de plusieurs 
cancers. Avant de réaliser la modélisation, 9 conditions ont été testées en duplicata. De ces 9
cultures, le glucose, le nitrate, l'ammonium, le phosphate et la biomasse sèche ont étë suivis à l'aide 
de la plateforme robotisée et compilés graphiquement à l'annexe 14. Pour mieux caractériser ces 
cultures, des analyses intracellulaires initiales et finales ont aussi été effectuées (annexe 15). La 
caractérisation d’Eschschoitzia californica par analyse élémentaire de la biomasse sèche a aussi 
permis de déterminer les coefficients stœchiométriques de cette espèce (tableau 4.5).
L'élaboration d'un modèle cinétique de croissance a ensuite été effectuée. Le modèle développé est 
de type ségrégué et non structuré. Cependant, ce dernier n'est pas basé sur des rendements 
(substrat/biomasse) constants, ce qui permet de mieux estimer l'effet de la concentration 
intracellulaire des différents substrats sur la cinétique de croissance. Le modèle est plutôt basé sur 
l'analyse élémentaire et les coefficients stœchiométriques de la biomasse qui sont constants tout au 
long de la culture (figure 4.6). L'utilisation d'estimateur a aussi facilité la tâche pour estimer les 
constantes cinétiques du modèle proposées (figure 4.7). Le modèle obtenu a permis de simuler les 18 
cultures (figure 4.8). Ce modèle reste cependant à améliorer de façon à mieux représenter 
l'accumulation des composés intracellulaire.
Grâce à l'utilisation d'une plateforme de 9 minibioréacteurs à haute capacité analytique, cette 
maîtrise a permis de modéliser rapidement la croissance de cellules végétales. Il s'agit de la première 
étape qui permettra de déterminer quelles sont les conditions optimisant la production des 
sanguinarine par E. californica. L'optimisation de la production aura un impact direct sur la faisabilité 
d'implantation industrielle de ce bioprocédé. Cette plateforme représente à la fois une économie de 
temps et d'argent pour optimiser non seulement les cultures de cellules végétales, mais tous les 
types de culture cellulaire. Cela facilitera ainsi la mise à l'échelle des bioprocédés. De plus, la 
modélisation a permis de mieux comprendre le métabolisme des cellules d'E. californica. La 
plateforme pourrait aussi permettre de mieux comprendre le métabolisme des cellules végétales en 
général. L'interaction entre les différentes phases de cultures préconisées par une approche 
systémique sera aussi d'un apport intéressant pour l'optimisation des cultures avant l'implantation 
industrielle. En effet, en comprenant la cinétique des différentes phases de culture l'une par rapport 
à l'autre, il sera possible d'augmenter la production de métabolites par les cultures cellulaires. 
Chaque phase de culture correspond ainsi à une boîte ouverte menant à la prochaine phase au lieu 
de voir chaque phase comme étant indépendante l'une de l'autre. En résumé, toutes les industries 
œuvrant dans le domaine de la culture cellulaire industrielle, comme l'industrie pharmaceutique, 
cosmétique et alimentaire, pourront bénéficier de cette plateforme robotisée à haute capacité 
analytique et de cette nouvelle approche de modélisation des bioprocédés.
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6 Annexes
Annexe 1 : Voie métabolique de synthèse de la sanguinarine par 
Eschschoitzia californica (Jeong-Jin Park, 2006)
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Annexe 2 : Plateforme de 9 minibioréacteurs à haute capacité 
analytique
Annexe 3 : Milieu de culture B5 m odifié*
MSa B5b
k n o 3 18.79 111M 24.73 mM
n h 4n o 3 20.61111M —
(NH4)2S04 — 1.01 mM
KH2P0 4 1.2 6 111M - -
NaH2P04 — 1.09111M
CaCl2 2.99 mM 1.02 111M
MgS047H20 1.50 mM 1.01 111M
C0CI2 6H2O 0.11  jiM 0.11  jiM
C11SO4 5H20 0 .1 0  jiM 0 .1 0  ^M
FeNa EDTA 0.10 mM 0.10 mM
H3BO3 0.10 mM 38.52 jiM
Kl 5.00 jiM 4.52 jiM
M11CI2 h 2o 0.10111M 59.16 jiM
Na2Mo04 2H20 1.03 mM 1.03 ^M
ZnS047H20 29.91 jiM 6.96 nM
Nicotinic acid 4.06 mM 8.12 mM
Pyridoxin-HCl 2.43 nM 4.86 mM
Thiamine-HCl 0.30 fiM 29.65 jiM
Myo-inositol 0.56 mM 0.56 mM
aMurashige et Skoog (1962) 
b Gamborg et col. (1968)
*Autoclaver 15 minute à 15 PSIG, 121'C
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Annexe 4 : Suivi des 9 minibioréacteurs à l'aide du robot Freedom Evo®
1. But
1.1.1 Suivre le nitrate, phosphate, 1 ’ ammonium et les 16 biomarqueurs des 9 minibioréacteurs du 
robot Freedom evo®.
2. Matériel
Plaque transparente 96 puits 
Plaque à fond noir 96 puits 
2 Plaques transparentes 48 puits 
Plaque transparente 24 puits
Réactifs pour l ’ammonium (Ammonium salicylate et cyanurate, voir protocole annexe 7)
Réactif pour le nitrate NitraVer5 (voir protocole annexe 6)
4 tubes 50 ml 50 ml EtOH 70 % (sans P 04) 50 mL Eau M illi-Q
Réactif vert malachite (M G+M O) dilué 1/25 (voir protocole annexe 5)
Millieu B5 à concentration précise &  non autoclavé pour la calibration (annexe 3))
9 minibioréacteurs (flacons erlenmeyer de 125 ml)
Spectrophotomètre Safire2® (TEC AN)
3. Procédure
3.1.1 Ouvrir le robot et le logiciel Evoware Standard.
3.1.2 Démarrer le spectrophotomètre.
3.1.3 Choisir la méthode minibioréacteurscomplet.
3.1.4 Mettre les plaques et les réactifs dans les supports appropriés :
i. Labware 14 : Plaque transparente 96 puits
ii. Labware 4 : Plaque à fond noir 96 puits
iii. Labware 13 : Pas utilisé
iv. Labware 17 : Plaque transparente 24 puits
v. Labware 12 : plaque transparente 48 puits
(a) Puits A l à F4 mettre les réactifs pour l ’ammonium (voir protocole SOP-Ana-5)
(b) Puits A5 à F8 mettre le réactif pour le nitrate (voir protocole SOP-Ana-1)
vi. Labware 15 : Plaque transparente 48 puits
vii. Labw... : 4 tubes 50 ml
(a) Tube 1 (en haut) : EtOH 70 % (sans P04)
(b) Tube 2 : Eau milli-Q
(c) Tube 3 : Réactif vert malachite (M G +M O ) dilué 1/25 (voir protocole SOP-Ana-2)
(d) Tube 4 : Millieu B5 (concentration précise &  non autoclavé : pour calibration (SOP-Mil-4))
viii. Labware 9 : Cultures des 9 minibioréacteurs
3.1.5 Arrêter la plaque agitatrice et démarrer l ’échantillonnage (appuyer sur un)
3.1.6 Après 10 min, l ’échantillonnage est fini : repartir la plaque agitatrice et lire la plaque Labware 4 
avec Magellan6 (méthode 16 lo G130 standard).
3.1.7 Utiliser les puits la dilution 1/10 (Labware 1, A l à B4 et C l)  pour effectuer les lectures du 
glucose au glucomètre (annexe 8) en duplicatas
3.1.8 A  la fin de la séquence d’analyse (lh  précisément) lire la plaque Labware 14 avec Magellan6 
(méthode Suivi robot).
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3.1.9 Utiliser les puits A l à B8 , C l et C2 (Labware 14) pour effectuer les lectures du sucre au 
réffactomètre (annexe 9)
3.1.10 Utiliser les puits la dilution 1/10 (Labware 1, A I à B4 et C l)  pour effectuer les lectures du 
glucose au glucomètre (annexe 8) en duplicatas
3.1.11 Interpoler les concentrations en biomasse, nitrate, ammonium et phosphate à l ’aide de courbes 
de calibration préalablement réalisée (collées sur le robot).
Note : Portez des gants (réactif toxique) et assurez-vous que toute la vaisselle soit propre 
et exempte de trace de phosphate, car cette méthode est extrêmement sensible.
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Annexe 5 : Analyse du phosphate avec la méthode au vert de malachite
1. But
1.1.1 Analyser rapidement la teneur en phosphate dissous dans les cultures à faible coût et en utilisant 
un petit volume d’échantillonnage (en microplaque).
2. Matériel
2.1.1 Spectrophotomètre Safire2 (Tecan)
2.1.2 Vert de malachite oxalate (Sigma 229780250)
2.1.3 Ammonium molybdate (Sigma 09880)
2.1.4 SDS (L3771)
2.1.5 Plaque 96 puits fond transparent et plat
2.1.6 Eau milli-Q (osmosée)
2.1.7 P200 et P 1000 avec embouts
2.1.8 NaH2P 04 (Sigma S5515)
2.1.9 Balance analytique et nacelle propre
2.1.10 6 fioles jaugées de lOOmL




3.1.1 Molarité de la solution mère de NaH2P 04 11,0 mM (SM ) :
[Molaire sol merc] = M  NaH2P04 x Pureté x 1 M o l/119,98 g / 0,1L
3.1.2 Molarité des solutions intermédiaires de NaH2P 04 (SI) :
[Molaire ,oLs intermédiaires] [Molaire soL mère] X  1/10 (dilution)
3.1.3 Molarité des solutions étalons de NaH2P 04 :
[Molaire étalon] =  [Molaire Si 1,10 mm] x V  s, /  150 pL
3.1.4 Interpolation de la concentration en P 04 de l ’échantillon :
Y  (abs) = aX (molarité) + b —► Molarité <ch = (Abs -  b)/ a x 1/400 (dilution)
4. Procédure
NB : Veillez bien rincer la vaisselle 3 fois à l ’eau M illi-Q , portez des gants et utilisez toujours de l ’eau M illi-Q  
pour préparer les solutions (la méthode est très sensible).
La préparation des réactifs et les manipulations doivent se faire sous une hotte chimique.
4.1 Préparation des réactifs :
4.1.1 Vert de malachite (M G) : Dissoudre et jauger ±0,280 g de vert de malachite dans 50 mL d’eau 
milli-Q
4.1.2 Ajouter 17,2 mL d’HCL concentré et jauger dans une fiole de 100 mL avec de l ’eau milli-Q.
4.1.3 Ammonium molybdate (MO) : Dissoudre et jauger ±2,80 g d’ammonium molybdate et 27,5 mL 
de HCL concentré dans une fiole de 100 mL avec de l ’eau M illi-Q .
4.1.4 SDS 1 % : Dissoudre et jauger ± l,0m L  de SDS dans une fiole de 100 mL avec de l ’eau.
4.1.5 Solution de travail (MG-MO) : Mélanger 500 pL de M G, 500 pL de M O et 10 pL de SDS 1 % 
dans un tube de 1,5 mL.
NB : Toutes ces solutions sont bonnes pour 6 mois au réfrigérateur dans la noirceur.
4.2 Préparation de la solution mère de PO^ ~ 30.0 mM (SM1 :
4.2.1 Peser environ précisément 0,3600 g de NaH2P 04 à l ’aide de la balance analytique.
4.2.2 Dissoudre et jauger avec de l ’eau milli-Q dans une fiole de 100 mL.
4.3 Préparation des solutions intermédiaires ISP :
4.3.1 Solution 300 pM : jauger 1000 pL de la SM dans une fiole de 100 mL (eau milli-Q).
4.3.2 Solution 3,00 pM : jauger 1000 pL de la SM dans une fiole de 100 mL (eau milli-Q).
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NB : Ces solutions sont bonnes pour 6 mois au réfrigérateur dans la noirceur.
4.4 Préparation des échantillons :
4.4.1 Homogénéiser 100 pL d’échantillon avec 900 pL d’eau milli-Q dans un tube de 1,5 mL.
4.4.2 Homogénéiser 100 pL d’échantillon avec 900 pL d’eau milli-Q dans un tube de 1,5 mL.
4.5 Analyse des échantillons :
4.5.1 En microplaque, réaliser les dilutions suivantes à l ’aide d’une P200 :
Puits Solution V  eau milli-Q (pL) V  SI 3,00 mM  (pL) V  éch 1/100 (pL)
1 Blanc 150 0 0
2 P04 0,30 pM 135 15 0
3 PO, 0,75 pM 112,5 37,5 0
4 P04 1,50 pM 75 75 0
5 P04 2,25 pM 37,5 112,5 0
6 P04 3,00 pM 0 150 0
7 Ech. 1/400 112,5 0 37,5
8 Ech. 1/400 112,5 0 37,5
9 Ech. 1/400 112,5 0 37,5
4.5.2 Homogénéiser chaque solution (5 “up and down”).
4.5.3 Ajouter 5 pL de réactif M G -M O  dans chaque puits (changer ou rincer l’embout 3 fois à l ’eau 
milli-Q entre chaque échantillon).
4.5.4 Homogénéiser tous les puits à l ’aide de la P200 : 10 “up and down”, 1 embout pour les étalons 
(du moins au plus concentré), 1 embout par échantillon en triplicatas.
4.5.5 Couvrir et attendre 30-40 minutes.
4.5.6 Analyser à 600 nm dans le spectrophotomètre sans couvercle.
4.5.7 Réaliser une courbe de calibration linéaire sur Excel de l ’absorbance en fonction de la [molaire 
réelle] des solutions.
4.5.8 Interpoler les échantillons et déterminer la moyenne et l ’écart type par triplicatas.
Note
Des réplicas des étalons peuvent être effectués pour valider la courbe de calibration. Portez des 
gants et des lunettes et travaillez sous la hotte. Jeter les déchets dans un contenant approprié.
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Annexe 6 : Analyse du nitrate avec la méthode de réduction au cadmium
1. But
1.1.1 Analyser rapidement la teneur des nitrates en solution dans les cultures à faible coût et en 
utilisant un petit volume d’échantillonnage (en microplaque).
2. Matériel
2 .1.1 Spectrophotomètre Safire2 (Tecan)
2 .1.2 Réactif NitraVer® 5 (HACH 14034-99)
2.1.3 Plaque 96 puits fond transparent et plat
2.1.4 Eau milli-Q
2.1.5 P200 et P I000 avec embouts
2 .1.6 KNOj (Sigma P8291)
2.1.7 Balance analytique et nacelle propre
2 .1.8 2 fioles jaugées lOOmL
2.1.9 Tubes 1,5 mL
2 .1.10 Vortex
2 .1.11 Centrifugeuse « quick spin »
2 .1.12 Hotte chimique
3. Calculs
3.1.1 Molarité de la solution mère de KNO3 30 mM (SM)
[Molaire sol mère] = M  kno3 x Pureté x 1 Mol/101,11 g /0 , IL
3.1.2 Molarité de la solution intermédiaire de KNO3 (SI)
[Molaire sols, intermédiaires] ~  [Molaire sol mère] X  1/10 (dilution)
3.1.3 Molarité des solutions étalons de KNO3 
[Molaire = [Molaire Si 1,10 ,.m ] x  V  Si /  200 pL
3.1.4 Interpolation de la concentration en N 0 3  de l ’échantillon
Y  (abs) = aX (molarité) + b —► Molarité éCh = (Abs -  b)/ a *  1000 (dilution)
4. Procédure
NB : Veillez à bien rincer la vaisselle 3 fois à l ’eau m illi-Q , portez des gants et utilisez 
toujours de l’eau M illi-Q  pour préparer les solutions, car la méthode est très sensible.
La préparation des réactifs et les manipulations doivent se faire sous une hotte chimique.
4.1 Préparation du réactif Nitraver 5 :
4.1.1 Mettre préalablement 15±1 mg de réactif NitraVer® 5 dans plusieurs tubes 1,5 m L (il y aune 
petite spatule conçue à cet effet).
4.1.2 Le nombre de tubes nécessaires est de 6 (5 étalons et blanc) plus 3 fois le nombre d’échantillons.
4.2 Préparation de la solution mère 30 mM (SMP :
4.2.1 Peser environ précisément 0,300 g de KNO3.
4.2.2 Dissoudre et jauger avec de l ’eau milli-Q dans une fiole de 100 mL.
43 Préparation de la solution intermédiaire fSH :
4.3.1 Solution 3,0 mM : jauger 10 mL de la SM dans une fiole de 100 mL (eau milli-Q).
NB : Ces solutions sont bonnes pour 6 mois au réfrigérateur dans la noirceur.
4.4 Préparation des échantillons :
4.4.1 Homogénéiser 100 pL d’échantillon (surnageant de culture) avec 900 pL d’eau milli-Q dans un 
tube de 1,5 mL
58
4.5 Analyse des échantillons :
4.5.1 Dans des tubes de 1,5 mL, réaliser les dilutions suivantes à l ’aide d’une P200 :
Puits Solution V  eau milli-Q (pL) V  SI 5 mM (pL) Véch 1/10
1 Blanc 200 0 0
2 N03 0,3mM 180 20 0
3 NOj 0,75mM 150 50 0
4 N 03 l,5mM 100 100 0
5 N03 2,25mM 50 150 0
6 NOj 3,0mM 0 200 0
7 Ech. 1/10 0 0 200
8 Ech. 1/10 0 0 200
9 Ech. 1/10 0 0 200
4.5.2 Homogénéiser chaque solution (5 “up and down”) et transférer dans une deuxième série de 
tubes 1,5 mL contenant le NitraVer 5.
4.5.3 Homogénéiser tous les puits à l ’aide de la P200 : 10 “up and down”, 1 embout pour les étalons 
(du moins au plus concentré), 1 embout par échantillon en triplicatas.
4.5.4 Après 10 min, transférer 150 pL en microplaque et lire à 400 nm dans le spectrophotomètre sans 
couvercle.
4.5.5 Réaliser une courbe de calibration sur Excel de l ’absorbance de [molaire réelle] des solutions.
4.5.6 Interpoler les échantillons et déterminer la moyenne et l’écart type par triplicatas.
Note
Des réplicas des étalons peuvent être effectués pour valider la courbe de calibration. Portez des gants et
des lunettes et travaillez sous la hotte. Jeter les déchets dans un contenant approprié.
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Annexe 7 : Analyse de l ’ammonium avec la méthode salîcylate
1. But
1.1.1 Analyser rapidement la teneur des nitrates en solution dans les cultures à faible coût et en 
utilisant un petit volume d’échantillonnage (en microplaque).
2. Matériel
2.1.1 Spectrophotomètre Safire2 (Tecan)
2.1.2 Réactifammonia salicylate (HACH 14034-99)
2.1.3 Réactif ammonia cyanurate (HACH 14034-99)
2.1.4 Plaque 96 puits fond transparent et plat
2.1.5 Eau milli-Q
2.1.6 P200 et P1000 avec embouts
2.1.7 (NH4)2S04 (Sigma A39201)
2.1.8 Balance analytique et nacelle propre
2.1.9 2 fioles jaugées lOOmL
2.1.10 Tubes 1,5 mL
2.1.11 Vortex
2.1.12 Centrifugeuse « quick spin »
2.1.13 Hotte chimique
3. Calculs
3.1.1 Molarité de la solution mère de NH4 20 mM (SM)
[Molaire soL mère] = M  (nh4)2so4 x  Pureté x 2 Mol/132.14 g / 0,1L
3.1.2 Molarité de la solution intermédiaire de NH4 (SI)
[Molaire sqJs mteimédiaires] “  [Molaire soi. mère] x 1/100 (dilution)
3.1.3 Molarité des solutions étalons de NH4 
[Molaire ém™] = [Molaire Sr 1.10 ,.m] x V  Si /  200 pL
3.1.4 Interpolation de la concentration en NH4 de l ’échantillon
Y  (abs) = aX (molarité) + b —> Molarité <ch = (Abs -  b)/ a *  1000 (dilution)
4. Procédure
NB : Veillez à bien rincer la vaisselle 3 fois à l ’eau m illi-Q , portez des gants et utilisez 
toujours de l ’eau m illi-Q  pour préparer les solutions, car la méthode est très sensible.
La préparation des réactifs et les manipulations doivent se faire sous une hotte chimique.
4.1 Préparation des réactif s :
4.1.1 Mettre préalablement 30±1,5 mg du réactif ammonia cyanurate dans plusieurs tubes 1,5 mL (il 
y a une petite spatule conçue à cet effet).
4.1.2 Ajouter 20±1 mg du réactif ammonia salicylate dans plusieurs tubes 1,5 mL (il y a une autre 
petite spatule conçue à cet effet).
4.1.3 Le nombre de tubes nécessaires est de 6 (5 étalons et blanc) plus 3 fois le nombre d’échantillon.
NB : Premier réactif en con tact avec le liquide : Réactif ammonia salicylate
4.2 Préparation de la solution mère 20 mM (S Ml :
4.2.1 Peser environ précisément 0,132 g de (NH4)2S04.
4.2.2 Dissoudre et jauger avec de l ’eau milli-Q dans une fiole de 100 mL.
4.3 Préparation de la solution intermédiaire fSfl :
4.3.1 Solution 0,20 mM : jauger l mL de la SM dans une fiole de 100 mL (eau milli-Q).
NB : Ces solutions sont bonnes pour 6 mois au réfrigérateur dans la noirceur.
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4.4 Préparation des échantillons :
4.4.1 Homogénéiser 50 pL d’échantillon (surnageant de culture) avec 950 pL d’eau milli-Q dans un 
tube de 1,5 mL
4.5 Analyse des échantillons :
4.5.1 Dans des tubes de 1,5 mL, réaliser les dilutions suivantes à l’aide d’une P200 :
Puits Solution V  eau milli-Q (pL) v  SI 5 m M  (pL) Véch 1/10
1 Blanc 200 0 0
2 NH40,02mM 180 20 0
3 NH40,05mM 150 50 0
4 NH40,lm M 100 100 0
5 NH4 0,15mM 50 150 0
6 N H, 0,2 mM 0 200 0
7 Ech. 1/20 0 0 200
8 Ech. 1/20 0 0 200
9 Ech. 1/20 0 0 200
4.5.2 Homogénéiser chaque solution (5 “up and down”) et transférer dans une deuxième série de 
tubes 1,5 mL contenant le réactif.
4.5.3 Homogénéiser tous les puits à l ’aide de la P200 : 10 “up and down”, 1 embout pour les étalons 
(du moins au plus concentré), 1 embout par échantillon en triplicatas.
4.5.4 Après 20 min, transférer 150 pL en microplaque et lire à 655 nm dans le spectrophotomètre sans 
couvercle.
4.5.5 Réaliser une courbe de calibration sur Excel de l ’absorbance de [molaire réelle] des solutions.
4.5.6 Interpoler les échantillons et déterminer la moyenne et l ’écart type par triplicatas.
Note
Des réplicas des étalons peuvent être effectués pour valider la courbe de calibration. Portez des gants et
des lunettes et travaillez sous la hotte. Jeter les déchets dans un contenant approprié
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Annexe 8 : Analyse du glucose à l ’aide d'un glucomètre ACU-CHECK
1. But
1.1.1 Analyser rapidement la teneur glucose ou sucres totaux dissous dans les cultures à faible coût et 
en utilisant un petit volume d’échantillonnage.
2. Matériel
2.1.1 Glucomètre ACU-CHECK avec bandelettes (A V IV A )
2.1.2 Pipette pasteur
3. Procédure
3.1 Analyse des échantillons :
3.1.1 Insérer une bandelette dans le glucomètre.
3.1.2 Mettre environ 10 pL d’échantillon sur la bandelette à l ’aide d ’une pipette pasteur.
3.1.3 Lire la valeur glucose en mmol.
4. Note
4.1.1 Le réfractomètre peut être calibré à l’aide d’une courbe de calibration de glucose.
4.1.2 Zone d’analyse : 0,6-33,3 mM.
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Annexe 9 : Analyse du sucre total à l'aide d'un réfractomètre
1. But
1.1.1 Analyser rapidement la teneur en glucose ou sucres totaux dissous dans les cultures à faible coût 
et en utilisant un petit volume d’échantillonnage (en microplaque).
2. Matériel
2.1.1 Réfractomètre (Master Refractometer ATAGO)
2.1.2 Pipette pasteur
2.1.3 Papier Kimwipe®
3. Marche à suivre
3.1 Analyse des échantillons :
3.1.1 Mettre entre 50 pL et 250 pL d’échantillon sur le réfractomètre à l ’aide d’une pipette pasteur.
3.1.2 Lire la valeur du brix (% M /V  en sucres).
3.1.3 Rincer et nettoyer le réfractomètre à l ’aide d’un papier Kimwipe.
4. Note
4.1.1 Le réfractomètre peut être calibré à l’aide d’une solution de sucre à 5 % (ajuster la valeur à 
l ’aide de la vis au-dessus).
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Annexe 11 : Script Matlab® du modèle cinétique de la croissance 
cellulaire d’E. californica
function dx =Modele_modele(t,x) 
dx = zéros(size(x,1),1);
tSéactior.s ext.race 1 ] u 1 a i res
rl=.012*(x(l)/(x(l) + .l))*(.l/(x(5) + .l))*x(8); Imrnol P04e 'Lh 
r2=. 018*x (2) *x (8) ; et mol NH4e/T r. 
r2b=x(8)*.005*x(6) Lmmod NHie/Lh
r3=. 027*x (8 ) * (x (3) / (x (3) +1 ) ) * (x ( 5) / (x (5) + . 01 ) ) * (3/ (x ( 6)+3) ) ; — mol NO Je/1. h 
r4=.13 *x (8)*(x(4)/(x(4)+l))*(x(5)/(x(5)+.01)) ; a-mm cl Se/Lh
l réa : :: .i.on s inc race 11 u 1 a i res
r5=0. 097* (x(5) / (x(5) + .01) ) * (x (7) / (x (7) + .02) ) *x(8) ; r r n o l  S e / L h
phi6=.0065;: h'-l
alpha-0.215; trtmolp/gcel 1
beta=2 .66; '-rz-.o 1 N/gcell
gamma-33 . 4; :-rrmolC/qcel 1
r6=phi6* (x ( 6) / (x (6) + . 02) ) * (x (5) / (x (5) + . 01) ) * (x (7) / (x (7) + . 02) ) *x (8) ;
:-gXorg/L*h
;.Bi lar: s ext race 11 u 1 a i re s 
dx(1) =-rl; : mmol POie/Lh
dx(2) =-r2 + r2b ; rrmol NH4e/Lh 
dx(3) =-r3; mmol N03e/l.h
dx(4) =-r4; :• mmol Se/Lh
/Bilans intrace 11claires
dx(5) = (rl-alpha*r6) /x(8) ; . mmol P04i/'gXh
dx(6) =(r2-r2b +r3-beta*r6) /x (8) ; mmol >J i /  gXh Ni 
dx(7) =(r4-gamma/6*r6-r5)/x(8) ; 1 mmol Si/gXh 
dx(8) =r6; g Xorg/L h
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Annexe 12 : Script Matlab® des paramètres initiaux (exemple pour
phosphate à basse concentration, lot #1)










x0= [P0,Nh40,No30, S0, PiO, NiO, SiO, XorgO, XO] ; ;r x =  l t o n d  i t : or ,  initial ]
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Annexe 13 : Script Matlab® de l'affichage graphique de la simulation




5-Temps d 1 échant i 1J cnn a--je s 
tt= [ 0 23.25 49.75 68.5 93 119.5
'•Données expérimentales exiracellulaiies 
P04e=[2.98972603 2.16831683 1.00801068
NH4e=[4.96486616 2.3638814 0.51963746
0.05374732 0.01973402 0 0.34669907];
N03e=[23.0107759 22.2814961 20.013446
140 166 192.25 222.5]








12.8614458 7.08267091 4.26893939 5.02054795];
Se= [22.155 19.2126923 16.5011538 15.6934615
5.02038462 1.38576923 0.34730769 0];
X=[3.372 3.96494174 4.80701422 5.60227551 6.48375402
8.14938608 9.12342909 9.98189871 10.6295857];






incer ti tudes des données expérimentales 
EP=[0.08714597 0.41416309 0.42761786 0.29106215 0.15450644 0.01239669
0.3677686 0.07983193 0.07644628 0.14247208]
ENH4=[0.13874239 0.07596685 0.02649007 0.0068312 0.07567287
0.07536408 0.0238721 0.00960279 0.00131176 0.01938998]
ENO3=[0.69612069 0.62007874 1.17748751 1.26654412 0.17364017















.018 + x ( :,7)* . 18))





•.estimation de la biomasse totale 







);title('Suivi extracellulaire '); 
legend('P04e (mM)','NH4e (mM)','N03e (mM)','Se 
errorbar ( tt, P04e, EP, ' x' ) ,-errorbar (tt, NH4e, ENH4,
'xr');errorbar(tt,Se,ES,'xm');
subplot(1,3,2); plot(t,x(:,5),t,x(:,6),t,x (:,7));title ( 'S
intracellulaire');
legend ('Pi (mmol/g cellules) ', 'Ni (mmol/g celIules)','Si 
cellules)')
errorbar(tif,P04i,EPi,1xb');errorbar(ti f,Ni,ENi, 1xg'); 
errorbar(tif,Si,ESi,'xr1)
subplot(1,3,3);plot(t,x(:, 8) , t, xx) ; title('Suivi extracellulaire 
errorbar(tt,X,EX,'xg');plot(tif,Xorg,’x') 
legend('Xorg (g/L)','X (g/L)')
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Annexe 15 : Analyse intracellulaire des nutriments




















Temps 0 0,036 0,0004 0,019 0,0002 0,110 0,0042 0,13 0,0044 1,895 0,27
Standard 0,122 0,0014 0,095 0,0011 0,053 0,002 0,147 0,0031 0,080 0,002
Glucose- 0,184 0,0022 0,457 0,0053 0,197 0,0074 0,654 0,0127 0,022 0,001
Glucose+ 0,079 0,0009 0,013 0,0001 0,045 0,0017 0,058 0,0019 1,144 0,125
1 N03- 0,121 0,0014 0,007 8E-05 0,014 0,0005 0,020 0,0006 0,608 0,018
N03+ 0,114 0.0013 0,181 0,0021 0,351 0,0132 0,531 0,0153 0,026 0,001
NH4- 0,119 0.0014 0,022 0,0002 0,048 0,0018 0,069 0,002 0,083 0,001
NH4+ 0,092 0,0011 0,067 0,0008 0,065 0,0025 0,132 0,0032 0,055 0,001
P04- 0,009 0,0001 0,091 0,001 0,079 0,003 0,169 0,004 0,053 0,001
P04+ 0,216 0,0025 0,018 0,0002 0,034 0,0013 0,052 0,0015 0,163 0,002






















Temps 0 0,036 0,0004 0,019 0,0002 0,108 0,0041 0,127 0,0043 1,49 0,0089
Standard 0,174 0,0020 0,017 0,0002 0,024 0,0009 0,041 0,0011 0,32 0,008
Glucose- 0,205 0,0024 0,459 0,0053 0,153 0,0058 0,612 0,011 0,04 0,0009
Glucose+ 0,477 0,0056 0,022 0,0003 0,045 0,0017 0,067 0,0019 1,33 0,0983
2 N03- 0,177 0,0021 0,013 0,0001 0,025 0,001 0,038 0,0011 0,60 0,0089
N03+ 0,169 0,0020 0,034 0,0004 0,179 0,0067 0,212 0,0071 0,12 0,0009
NH4- 0,212 0,0025 0,024 0,0003 0,033 0,0012 0,056 0,0015 0,13 0,0009
NH4+ 0,165 0,0019 0,034 0,0004 0,146 0,0055 0,180 0,0059 0,48 0,029
P04- 0,038 0,0004 0,052 0,0006 0,062 0,0023 0,114 0,0029 0,10 0,0009
PQ4+ 0,206 0,0024 0,021 0,0002 0,057 0,0021 0,078 0,0024 0,12 0,0009
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